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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Monica Palma-Cuero

INTRODUCAO: A malaria € uma doenca complexa de elevada morbidade na
regido Amazobnica brasileira. Nos ultimos anos o numero de casos vem
aumentando na regido e para estabelecer estratégias mais adequadas para
controle é preciso conhecer a epidemiologia local em cada uma das areas onde a
malaria esta presente. Com isso, o objetivo desse estudo foi investigar a presenga
de casos de malaria e/ou infeccdo assintomatica por Plasmodium spp. nos
habitantes do municipio de Atalaia do Norte estado do Amazonas e determinar os
principais determinantes demograficos associados. METODOLOGIA: O estudo foi
realizado no municipio de Atalaia do Norte e em duas comunidades rurais desse
municipio situado no estado do Amazonas. Foi realizado um estudo epidemiolégico
misto composto por uma analise retrospectivo e um estudo seccional. Para o
estudo retrospectivo foram analisados os casos positivos de malaria por local
provavel de infecgéo obtidos do SIVEP-Malaria, no periodo de 2003 até 2018 para
o municipio. O estudo seccional foi realizado em duas comunidades rurais do
municipio, durante dois periodos do tempo, um na estagao seca e outro na estacao
das chuvas. No total participaram do inquérito 190 individuos. Cada individuo foi
submetido a um questionario e coleta de sangue para a realizagdo dos testes de
gota espessa e PCR para a confirmagao do diagnostico de infecgao plasmodial.
RESULTADOS: Entre 2003-2018 foram confirmados 50.097 (IPA= 256,1 casos por
mil habitantes) casos de malaria no municipio de Atalaia do Norte com 60,7%
ocorrendo em area indigena (n=29.867). Entre os casos confirmados 12,7% foram
casos importados. Predominaram infecgdes em individuos do sexo masculino
(n=55,1%) e em menores de 15 anos. (n=55,6%). O P. vivax foi a espécie
parasitaria mais prevalente sendo responsavel do 72% dos casos notificados. O
estudo seccional mostrou que dos individuos participantes, quatro (3,6%)
individuos na estacao seca e trés (3,7%) na estagcado das chuvas foram positivos
na gota espessa para infecgao pelo P. vivax. Enquanto na PCR 19 (17,4%) foram
identificados na estagao seca e 21 (25,9%) na estagao das chuvas. Foi identificada
uma prevaléncia de infec¢do assintomatica na estagao seca de 19,2% e na estagao
das chuvas de 24,6%. Na area indigena 94% das infecgbes foram assintomaticas.
Conclusodes: Atalaia do norte € um municipio endémico para malaria com
transmissao estavel da doenca durante todo 0 ano e com presenga de portadores
assintomaticos que podem atuar como reservatérios do Plasmodium. A maioria de
casos ocorrem na area indigena sendo a populagdo mais vulneravel devido as
dificuldades de acesso a saude nesta area do pais. Ainda o controle e a eliminagao
da malaria sdo um desafio para esta regido que requer de intervengdes imediatas
para a eliminacédo da doenca.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN (MEDICINA TROPICAL)

Monica Palma-Cuero

INTRODUCTION: Malaria is a complex disease with high morbidity in the Brazilian Amazon
region. In recent years, the number of cases has increased in the region and to establish
more adequate control strategies, it is necessary to know the local epidemiology in each of
the areas where malaria is present. Thus, the objective of this study is to investigate the
presence of malaria cases and asymptomatic infection with Plasmodium spp. in the Atalaia
do Norte population, municipality of the Amazonas state, and determine the main
associated demographic determinants. METHODOLOGY: The study was carried out in the
Atalaia do Norte municipality and in two of the rural communities of this municipality located
in the state of Amazonas. A mixed epidemiological study was carried out, composed by a
retrospective analysis and a sectional study. For the retrospective study, positive cases of
malaria by infection probable site obtained from SIVEP-Malaria, from 2003 to 2018 for the
municipality, were analyzed. The sectional study was carried out in two municipality rural
communities during two climate period: a dry season and a rainy season. In total, 190
individuals participated in the survey. Each individual was submitted to a questionnaire and
blood collection for the performance of the thick smear and PCR test used for the
confirmation diagnosis of plasmodium infection. RESULTS: Between 2003-2018, 50097
malaria cases were confirmed in the Atalaia do Norte municipality (IPA = 256.1 cases per
thousand inhabitants) with 60.7% occurring in an indigenous area (n = 29,867). P. vivax
was the most prevalent parasitic species, accounting for 72% of the reported cases
(n=29867). Among the confirmed cases, 12.7% were imported cases. Infections
predominated in males (n=55,1%) and in children under 15 years old (n=55,6%). P. vivax
was the most prevalent parasitic species, accounting for 72% of the reported cases. The
sectional study showed that of the participating individuals, four persons were positive with
the thick smear for infection by P. vivax (3.6%) in the dry season and 3 persons (3.7%) in
the rainy season. While with PCR, 19 persons were identified during the dry season
(17.4%) and 21 during the rainy season (25.9%). A prevalence of asymptomatic infection
in the dry season of 19.2% and in the rainy season of 24.6% was identified. In the
indigenous area, 94% of infections were asymptomatic. CONCLUSIONS: Atalaia do Norte
is a malaria-endemic municipality with stable disease transmission throughout the year and
asymptomatic carriers who may act as plasmodium reservoirs. Most cases occur in the
indigenous area, rectifying that it is a vulnerable population due to the health access
difficulties in this zone of Brazil. Malaria control and elimination is still a challenge for this
region and immediate interventions are needed to eliminate the disease.
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INTRODUCAO

A malaria continua sendo um problema de saude publica relevante no
planeta, afetando seriamente a saude e a capacidade de trabalho de um grande
numero de pessoas, dada sua ampla distribuicdo geografica e impacto
socioeconémico (Rodriguez et al. 2011). Nas Américas 138 milhdes de pessoas
vivem em areas de risco de transmissao da malaria. Em 2018 foram confirmados
753.700 de casos e 338 6bitos de malaria nas Américas e o Brasil contribui com
23% dos casos com a maioria ocorrendo na regido Amazénica (WHO 2019a).

Na regido Amazénica a malaria ndo se apresenta com uma distribuigdo
homogénea, ocorrendo em diferentes contextos epidemiolégicos em fungdo das
diferentes formas do uso e ocupagéo do solo na regido e das diversas modalidades
de exploracdo econbémica dos recursos naturais disponiveis (Tauil et al. 1985,
Vinetz & Gilman 2002). Além disso, a malaria tem especificidades de acordo com
as condigdes ecoldgicas, sanitarias, sociais, politicas e culturais proprias de cada
lugar (Suarez-Mutis & Coura 2007) .

Em maio de 2015 foi adotada a “Estratégia Técnica Mundial contra a malaria
2016-20307, visando reduzir as taxas de mortalidade e incidéncia de malaria, evitar
o restabelecimento da malaria em paises livres e eliminar em areas em que a
doencga foi transmitida em 2015 (World Health Organization 2015). Os paises
Membros da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) acordaram fortalecer os
sistemas de saude, abordar a crescente resisténcia aos antimalaricos e inseticidas
e intensificar as intervengdes nacionais, transfronteiricas e regionais para ampliar
as intervencdes de resposta a malaria com o fim de oferecer protecédo a todas as
populacdes em risco (World Health Organization 2015a). Para estabelecer as
estratégias mais adequadas para combater a doenga €& preciso conhecer a
epidemiologia local em cada uma das areas onde a malaria esta presente.

Na Amazoénia brasileira apesar da malaria ocorrer predominantemente em
areas rurais com enorme heterogeneidade, ha presenca de situacdes diferentes
entre as quais existe a denominada malaria de garimpos (Castellanos et al. 2016,
Douine et al. 2016, 2019, Sanchez et al. 2017, da Cruz Franco et al. 2019), malaria
de populagdes indigenas (Marcano et al. 2004, Grenfell et al. 2008), malaria urbana
(Buitrago et al. 2013, Padilla et al. 2015, Chaparro et al. 2017), malaria de fronteiras

(Da Silva et al. 2010, da Cruz Franco et al. 2019) e malaria nas zonas de conflito
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(Casey & Kohut 2016, Ruckstuhl et al. 2017), que apresentam diferentes graus de
endemicidade e determinantes diferenciados. De fato, a malaria € uma doenca de
populagdes empobrecidas que moram proximas a criadouros potenciais de
Anopheles spp. e sdo desprovidos de recursos suficientes para ter moradias e
saneamento basico adaptados, bem como escassos conhecimentos na forma de
transmisséo e prevengao da doenga. Embora a maior carga da doenga encontra-
se nas populag¢des socialmente mais vulneraveis ha algumas excegdes como 0s
viajantes, excursionistas, militares, ecoturistas, exploradores e investigadores que
se infectam ocasionalmente (Coura 2013).

No Brasil, um grupo de municipios apresenta oscilagées dentro de niveis
considerados criticos ou altamente criticos (IPA maiores de 50 por 1000
habitantes) como € o caso de Atalaia do Norte, 8° municipio no Amazonas com
maior numero de casos autéctones de malaria em 2018 (Sivep-Malaria). Apesar
do municipio de Atalaia do Norte, sempre aparecer como uma das areas mais
criticas para malaria no estado do Amazonas, existem pouquissimos estudos que
permitam ter clareza sobre o comportamento da malaria nesta area. Por esse
motivo esta tese de doutorado se propds a fazer uma analise retrospectiva da
malaria nos ultimos 16 anos no municipio de Atalaia do Norte e uma analise
seccional da malaria em duas comunidades situadas no Vale do Javari para
investigar a ocorréncia de casos sintomaticos e assintomaticos e os determinantes
da doenga, visando fornecer elementos para o programa de controle da malaria

na regiao.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Malaria: aspectos gerais

A malaria € uma doenga parasitaria febril aguda de elevada prevaléncia e
morbidade, com grande impacto social principalmente nos paises das regides
tropicais e subtropicais. E causada por protozoario do género Plasmodium e
transmitida aos seus hospedeiros vertebrados pela picada de mosquito fémea do
género Anopheles (Brasil et al. 2017). Existem aproximadamente 156 espécies
registradas mundialmente de protozoarios do género Plasmodium. Entretanto
cinco sdo causadoras de infeccdo em seres humanos, Plasmodium falciparum
(Welch 1897), Plasmodium vivax (Grassi & Filetti 1890), Plasmodium ovale
(Stephens 1922), Plasmodium malariae (Grassi & Filetti 1890) e Plasmodium
knowlesi (Grassi & Filetti 1890). Este ultimo acomete principalmente primatas nado
humanos no sudeste asiatico, mas também pode infectar humanos em forma
natural com manifestagdes, variando entre moderada e grave (Singh et al. 2004,
Daneshvar et al. 2009). No estado do Rio de Janeiro foi detectado um surto em
humanos de malaria causada por Plasmodium simium, plasmodio com capacidade
de infectar principalmente primatas ndo humanos (Brasil et al. 2017).

Tipicamente a malaria se caracteriza pela presenca de acessos febris com
intervalos de 24, 48 ou 72 horas, de acordo com a espécie parasitaria, precedidos
de calafrios e apds a febre apresenta intensa sudorese, fraqueza, cefaleia, mal-
estar geral, astenia e adinamia. Em casos com baixa parasitemia ou em pacientes
com imunidade, podem ocorrer formas leves ou infec¢cdo assintomatica, frequentes
em areas de alto risco de transmissdo (Gudo et al. 2013, Ranjha et al. 2019,
Cucunuba et al. 2008, Vasquez-Jiménez et al. 2016, Carrasco-Escobar et al. 2017,
Rovira-Vallbona et al. 2017, Saenz et al. 2017). As recaidas séo frequentes nas
infecgdes por P. vivax e P. ovale devido a presenca de formas tissulares no figado
de individuos infectados. Pode haver recrudescéncia da infeccéo por falta o baixa
adesdo ao tratamento ou por resisténcia aos antimalaricos como ocorre no caso
do P. falciparum. Também existem infecgdes crénicas por P. falciparum ou P. vivax
em areas de alta endemicidade (Suarez-Mutis et al. 2013, Ministério da Saude
2019a).

A alta prevaléncia de infecgbes assintomaticas por P. vivax registrados no

Brasil constitui um grande desafio para os programas de controle da malaria locais,
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pois mantém a circulagcdo do Plasmodium na regido e consequentemente o
surgimento de novos casos.

Os primeiros relatos da presenca de infeccdo assintomatica foram
realizados por Robert Koch ha mais de um século, depois de uma expedi¢cao as
indias Orientais Holandesas (Indonésia) e Nova Guiné Alema (agora Papua Nova
Guiné, ou PNG) (Stanisic et al. 2010). Segundo a literatura, a imunidade é
adquirida apos repetidas exposi¢cdes a malaria e varia dependendo da intensidade
da transmissdo (Greenwood 1987, Filipe et al. 2007). Em areas de alta
endemicidade onde as pessoas sofrem picadas infectadas frequentemente, a
imunidade se apresenta progressivamente, com uma diminuigdo no numero de
episodios de doenca a medida que aumenta a idade (Greenwood 1987, Filipe et
al. 2007). Estudos também relatam que a maturidade do sistema inume tem um
papel importante na protecao do individuo, pois criangas que moravam em areas
nao endémicas e foram para areas endémicas desenvolveram protecao frente a
malaria mais lentamente que os adultos que pertenciam a mesma area (Baird et
al. 1991). Consistente com essa evidéncia, na literatura se tem relacionado o
aumento da idade com a diminuigdo da densidade parasitaria (Sama et al. 2006).
Aparentemente existem dois estagios para o desenvolvimento da imunidade
adquirida: a imunidade clinica e a imunidade antiparasitaria. Parece que a
imunidade clinica é a primeira a ser desenvolvida. Esta imunidade adquirida parece
ser espécie-especifica, estagio-especifico e mais efetiva se ocorre uma nova
reinfeccdo com genaotipos homdlogos aqueles ja experimentados, sendo capaz de
controlar a doenga bem como a densidade parasitaria (Baird et al. 1991, Ladeia-
Andrade et al. 2009). A imunidade clinica desenvolve-se lentamente durante a
infancia e a adolescéncia. Também parece haver diferencas no desenvolvimento
da imunidade segundo a espécie parasitaria, sendo que na infecgéo pelo P. vivax
essa imunidade se produz de forma mais rapida do que com o P. falciparum
(Michon et al. 2007, Cheng et al. 2015). O estudo dos fatores condicionantes da
infeccdo assintomatica € de extrema importancia, por um lado para definir os
mecanismos desse fato, e por outro para a tomada de medidas adequadas de
controle.

Atualmente com o Programa Nacional de Controle da Malaria existe

interesse em determinar o papel das infecgdes assintomaticas e a necessidade de
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estratégias que permitam revelar a presenca de portadores de plasmodium spp.
como técnicas mais sensiveis de diagndstico molecular.

Anteriormente acreditava-se que em areas de baixa transmissdo, a
proporgao de individuos assintomaticos era menor que em areas de transmissao
intensa. Mas estudos realizados na regido da Amazoénia do Brasil e do Peru
confirmaram que a parasitemia assintomatica também pode ocorrer na auséncia
de transmissao intensa (Alves et al. 2002, Marcano et al. 2004, Rodulfo et al. 2007,
Suarez-Mutis et al. 2007, Cucunuba et al. 2008, da Silva-Nunes et al. 2008,
Barbosa et al. 2014, Castellanos et al. 2016, Vasquez-Jiménez et al. 2016,
Carrasco-Escobar et al. 2017, Rovira-Vallbona et al. 2017, Saenz et al. 2017,
Almeida et al. 2018, Mosnier et al. 2019). A maioria das infecgbes assintomaticas
estdo presentes em baixas densidades parasitarias, sdo capazes de infectar
mosquitos que se tornam infectantes (Alves et al. 2005). A capacidade de
transmissdo da doenca depende da presenga de gametdcitos do parasita na
corrente sanguinea. Existem registros da presenca desta forma parasitaria em
pacientes assintomaticos (Barbosa et al. 2014).

Portanto, a presenca de assintomaticos de infecgdo plasmodial numa area
pode influenciar a dindmica da transmissao e sustentar a endemicidade da malaria,
comprometendo os esforcos de eliminagdo que se vém desenvolvendo. As
infecgcdes assintomaticas precisam ser monitoradas de perto e tratadas com
medidas de controle adequadas nas regides que buscam a eliminagdo da malaria.
O quadro 1 apresenta os principais estudos de infeccdo assintomatica nas

Ameéricas.

Quadro 1.Estudos de infecgao assintomatica nas Américas no periodo 2002-2019.

G.E = Gota espessa, RDT = teste rapido; N = Total de pacientes; %Inf. Assintomatica=
infeccao assintomatica; PCR: Reagdo em cadeia da polimerase; gPCR: PCR em tempo
real

Autores Ano Lugar Tipo de Provas diagnésticas N % Inf.
Estudo G.E PCR gPCR  Sorologia RDT Assintomatica
Alvesetal 1999- Portochuelo, Seccionais X X 175 6 (14,2) G.E
2002 2002 Brasil. 45 (31,7) PCR
Ji-parana, X 172 29(16,9) G.E
Brasil. 83(64,8) PCR
Marcano - Alto Orinoco, Seccionais X 407 25/65 (38,5%)
et al 2004 Venezuela
Mucajai, 101 2/42 (4,9%)
Brasil.
Ladeia- 2003- Rio Uninie Seccionais X X X 540 45(31,3%)
Andrade 2004 Jau, Rio 36(25%)
et al 2005 Amazoénia,

Brasil.
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Suarez- 2002- Rio Padauiri, Seccionais X X X 109 20,%
Mutis et al 2004 Amazonas,

2007 Brasil.
Rodulfo H 2004 San Fernando  Seccionais X X 200 14/57 (24,6%)
et al 2007 de Atabapo y

Santa

Barbara,

Amazonia

Venezuelana.

Cucunuba 2006 Tierraalta, Seccionais X X 212 14,6%
et al 2008 Cordoba

Coldémbia.
Silva- 2004- Pedro Seccionais X X 509 31/50(62%)
Nunez et 2005 Peixoto, Acre.
al 2008 Brasil.
Barbosa 2010- Remansinho, Coorte X X 584 32,8%
etal 2014 2013 Amazoénia — prospectivo

Brasil.
Vaquez- 2011-  Tumaco, Seccionais X X 3059 192/214 (90%)
Jiménes 2014 Buenaventura
et al 2016 y Tierralta,

Coldémbia.
Douine et 2015 Guiana Seccionais X X X 421 94/421 (84%)
al 2016 Francesa
Carrasco- 2012-  Cahuide y Seccionais X X X 450 Presenca de
Escobar 2013 Lupuna, assintomaticos.
et al 2017 Loreto, Peru.
Robira- 2013-  Cahuide y Longitudinal X X 1935 77,2%
Valbona 2014 Lupuna,
et al 2017 Loreto, Peru.
Almeida 2012-  Brasileirinho, Seccionais X X 4083 104/156 (67%)
etal 2018 2013 Ipiranga y

Puraquequara

Manaus,

Brasil.
Saenz et San Lorenzo, Seccionais X X X 649 98%
al 2017 Esmeraldas,

Equador.
Mosnier 2017 Séo Jorge — Seccionais X X 1501 74%
et al 2019 Oiapoque.

Fronteira

(Guiana-

Brasil).
Moreno- 2015 Mazan, Seccionais X X 933 225/448(56,9%)
Gutiérrez Loreto, Peru.
et al 2019

1.2. Malaria no mundo

A malaria continua sendo um grave problema de saude publica mundial,
com transmissédo reportada nas regides Africana, Sudeste Asiatico, Mediterraneo
Oriental, Pacifico Ocidental, Américas e Europa (World Health Organization
2019a). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, aproximadamente 3,2 bilhdes
de pessoas em 91 paises e territorios estdo em risco de contrair a infecgao por
Plasmodium spp (World Health Organization 2019a).

No ano de 2018 foram contabilizados 405 mil 6bitos e 228 milhdes de casos
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de malaria no mundo com 93% dos casos ocorrendo na regiao Africana, seguidas
pela regido do Sudeste Asiatico (3.4%) e pela regido do Mediterraneo Oriental
(2.1%) (Figura 1). As criangas menores de cinco anos de idade sdo as mais
afetadas, com 272 mil (67%) obitos por malaria registrados em 2018. Quase 85%
das mortes por malaria em 2018 foram concentradas em 20 paises na regiao
Africana e na india (World Health Organization 2019a).
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Figura 1. Distribuicdo da Incidéncia da malaria em 2018.
Fonte: World Health Organization 2019a

Entre os anos de 2010 e 2018, a taxa de incidéncia da malaria declinou em
todo o mundo, passando de 71 a 57 casos por 1000 habitantes (World Health
Organization 2019a). Todas as regides da OMS, com excecdo da regido das
Américas, registraram redugdes na taxa de incidéncia da malaria de 2018 em
comparagao com 2010. Neste mesmo ano apenas a regido Africana e Sudeste
Asiatico mostraram redugcdo no numero de 6bitos comparado com 2010 (World
Health Organization 2019a).

O numero de paises em busca de eliminacdo de casos autoctones de
malaria vem se expandido gradativamente, com 48 paises em 2018 registrando
menos de 10.000 casos, em comparagao com 46 paises em 2017 e 40 paises em
2010 (World Health Organization 2019a). Grande parte desta reducdo é atribuida

ao diagnodstico e tratamento oportuno de casos e o0 uso de mosquiteiros
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impregnados com inseticidas de longa duragdo. Apesar deste notavel progresso,
a malaria ainda continua tendo um impacto devastador sobre a saude e os meios

de subsisténcia das pessoas (World Health Organization 2016).

1.3. Malaria nas Américas

A Organizagdo Mundial da Saude estima que 138 milhdes de pessoas vivam
em areas com condi¢des ecoldgicas e socioecondémicas favorecedoras a diversos
graus de transmissao da malaria nas Américas. Atualmente a malaria ocorre em
19 paises: Belize, Bolivia, Brasil, Coldbmbia, Costa Rica, Equador, El Salvador,
Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, Honduras, México, Nicaragua,
Panama, Paraguai, Peru, Republica Dominicana e Venezuela (Figura 2) com
aproximadamente 1 milhdo de casos e 600 oébitos registrados no ano de 2018
(World Health Organization 2019a).
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Figura 2. Distribuicdo de casos de malaria confirmados por 1000 habitantes no
ano de 2018.
Fonte (World Health Organization 2019a).

Durante quase uma década (2005-2014) a malaria nas Ameéricas
apresentou um declinio sustentando no numero de casos, no entanto desde 2015,
0 numero de casos vém aumentando na regido em decorréncia do aumento da

transmissao nos ultimos trés anos na Republica Bolivariana da Venezuela e nas
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areas endémicas de paises como Brasil, Coldbmbia, Guiana, Nicaragua e Panama,
além disso, tem se apresentado surtos em paises que estavam caminhando para

a eliminagdo como Costa Rica, Republica Dominicana e Equador (Figura 3).
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Figura 3.Distribuicdo dos casos e 6bitos por malaria nas Américas, 2008-2018.
Fonte (PAHO 2019)

Em 2018, Guatemala e Honduras registraram uma queda significativa nos
casos de malaria em comparag&o com o ano anterior; El Salvador ndo tem registro
de casos autoctones em quase trés anos, enquanto Paraguai e Argentina foram
certificados pela Organizagdo Pan-Americana da Saude / Organizagao Mundial da
Saude (OPAS / OMS) como paises livres da malaria em 2018 e 2019 (World Health
Organization 2019a). A Republica Bolivariana da Venezuela, o Brasil, o Peru e a
Colémbia juntos contabilizaram 80% dos casos notificados nas Américas em 2018.
O aumento do numero de casos nesses paises ocorreu principalmente em areas
especificas onde as estratégias de prevencgao e controle da doenga ndo tém sido
desenvolvidas adequadamente. Nessas areas, a maioria dos afetados sao
populacdes indigenas, pessoas que vivem em situacdo de vulnerabilidade; e
populagcbes moveis como garimpeiros e migrantes (OPS/OMS 2018). Nesta
regiao, os programas de controle da malaria sdo baseados no diagndstico oportuno
e tratamento adequado dos casos de malaria clinica, deixando como um desafio
importante o controle das infec¢gdes assintomaticas (World Health Organization
2015a).
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1.4. Malaria no Brasil

Grandes epidemias de malaria ocorridas no final do século XIX e durante o
século XX tém permeado a historia do Brasil. A colonizag&o agricola, a pecuaria,
os extrativismos vegetal e mineral e as atividades ligadas a economia urbana
apresentam caracteristicas que influenciam os niveis de incidéncia da malaria,
alterando a condicdo da exposicdo da populacdo, habitat do vetor e seu
comportamento (Confalonieri 2005).

No final do século XIX a malaria estava presente em praticamente todo o
territorio brasileiro com excecdo de algumas areas no sul do pais. A primeira
grande epidemia vivenciada na regido Amazonica e planalto central ocorreu no
final do século XIX durante o ciclo da borracha atraindo uma legido de nordestino
para os seringais da Amazoénia (Alburqueque & Suarez-Mutis 1998).

A partir da segunda metade dos anos 60, projetos do Governo Federal com
oferta de oportunidade de trabalho, proporcionaram um processo muito rapido e
desordenado de ocupacgédo da regido Amazodnica. Nesse periodo foram abertas
varias estradas, construidas usinas hidrelétricas, desenvolvidos projetos de
colonizagao e reforma agraria e iniciada a exploragao de garimpos. Na construgao
da estrada de ferro madeira-Mamoré iniciada em 1970, a malaria afetou mais de
50% de trabalhadores caribenhos, bolivianos e brasileiros.

Outra grande epidemia foi registrada no inicio da Segunda Guerra Mundial
quando os japoneses ocuparam os seringais da Asia tropical. O Brasil como um
dos paises aliados recrutou nordestinos para trabalhar novamente na extracdo da
borracha na Amazénia formando o “exército da borracha”. Como a maioria dessas
pessoas recém chegadas eram susceptiveis a infecgdo por malaria estima-se que
morreram mais trabalhadores na regido Amazldnica que os combatentes do
nazifascismo na Segunda Guerra Mundial (Coura 2013).

Um evento importante na historia da malaria no Brasil ocorreu ao final da
década de 1930 e inicio de 1940 no Nordeste, quando navios franceses que faziam
a rota postal Franca-Natal via Dakar, provavelmente trouxeram o principal
transmissor da malaria na Africa, o Anopheles gambiae. Considera-se que este foi
um momento fundamental na institucionalizagdo do combate a malaria no pais,
originando pela primeira vez um servigo especifico para o controle da doenga

denominado “Servigo de Malaria do Nordeste” (Hochman et al. 2002).
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Esta epidemia gerou um trabalho incrivel de controle em todo o territério
nordestino onde juntaram-se a¢des do estado brasileiro e da fundagdo Rockefeller,
presente no Brasil desde 1910. Foram eliminados todos os criadouros na regiao e
controlada a grande epidemia da doenga. Este importante acontecimento na luta
antimalarica foi conhecido mundialmente (Marques 1987, Camargo 2003). Com a
experiéncia brasileira da erradicagao do An. gambiae assim como da descoberta
das propriedades inseticidas residuais do DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) e da
cloroquina como medicamento antimalarico, depois da Segunda Guerra Mundial,
juntamente com medidas de saneamento ambiental, os sanitaristas do planeta
embarcaram no sonho da erradicac&o da malaria. A OMS criou entdo o “Programa
Global de Erradicagdo da Malaria” (PGEM), baseado em trés principios: combate
ao mosquito vetor por meio do DDT, melhoria das condigdes sanitarias gerais e
tratamento dos pacientes com a Cloroquina. O programa inicialmente funcionou
muito bem, porém as ag¢des nao foram sustentaveis no tempo. No fim da década
de 1960, foi registrado o menor numero de casos de malaria na historia do Brasil.
Nos anos seguintes, houve um incremento dos casos devido a colonizagédo da
regido com as grandes migracoes, a abertura de garimpos e diferentes atrativos
econdmicos dos governos da época (Figura 4) (Marques 1987, Camargo 2003).
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Figura 4. Série historica de casos de Malaria no Brasil a partir de 1959- 2014.
Fonte: ( Faria et al. 2016)

Atualmente, a malaria continua sendo um grave problema de saude no pais

predominantemente na regido Amazdnica que concentra os estados de Acre,
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Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e
Tocantins (Ministério da Saude 2019a) (Figura 5). A regido extra-amazoénica,
apesar de nao ser considerada uma area endémica atualmente para malaria, nao
pode ser negligenciada pela vigilancia epidemiolégica uma vez que apresenta
letalidade mais elevada que na regido Amazonica (Ministério da Saude 2019a).
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Figura 5. Mapa do risco de transmissao da malaria por municipios brasileiros no ano de
2017.
Fonte:(Ministério da Saude 2019b)

Segundo o Ministério da Saude, em 2018 o Brasil registrou 194.271 casos
de malaria com 87.8% dos casos causado pelo P. vivax e 12.2% pelo P. falciparum
(Ministério da Saude do Brasil/SIVEP-Malaria 2019). Atualmente no pais, a malaria
nao apresenta elevado numero de mortes, porém a morbidade € elevada. Os
estados brasileiros que mais reportaram casos de malaria autoctones foram
Amazonas (38%), seguido pelo Para (24%) e o Acre (13%) (Ministério da Saude
2019).

Entre os 62 municipios pertencentes ao Amazonas, 17 concentraram 80%
dos casos totais registrados no estado e dentre esses se encontra Atalaia do Norte,
municipio altamente endémico para malaria com o registro de 2.162 casos
positivos e uma Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de 111,2 casos por 1000
habitantes, sendo considerada como uma area de alto risco epidemioldgico (Sivep-
Malaria 2019). Deve-se levar em consideragdo a alta prevaléncia de casos
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assintomaticos e sub-notificados que pode duplicar o numero de casos na

Amazobnia.

1.5. Vetores da Malaria

Os mosquitos vetores dos agentes etiologicos da malaria s&o conhecidos
popularmente como “murigoca”, “mosquito prego”, “suvela’, “pernilongo” e
‘carapand” (Consoli & de Oliveira 1994). Esses mosquitos pertencem a ordem
Diptera, familia Culicidae, subfamilia Anophelinae, tribo Anophelini e género
Anopheles. O género Anopheles foi classificado dentro da familia Culicidade em
1818 por Johann Wilhelm Meigen, um entomologista alem&o famoso por seus
estudos revolucionarios de Diptera (Harbach 2013). Atualmente o género
Anopheles inclui 465 espécies reconhecidas e classificadas em sete subgéneros:
Anopheles (cosmopolita, 182 espécies), Baimaia (Oriental, 1 espécie), Cellia
(Velno Mundo, 220 espécies), Kerteszia (Neotropical, 12 espécies),
Lophopodomyia (Neotropical, 6 espécies), Nyssorhynchus (Neotropical, 39
espécies) e Stethomyia (Neotropical, 5 espécies) (Consoli & de Oliveira 1994,
Harbach 2013). Porém as espécies incriminadas na transmissdo da malaria
humana na América do sul pertencem aos subgéneros Nyssorhynchus, Anopheles
e Kerteszia (Deane 1986, Forattini 2002; Marreli et al. 2005). No Brasil tem sido
descritas 55 espécies de anofelinos com 33 delas ocorrendo na regido Amazdnica
(Tadei et al. 1998, Rebélo et al. 2007). Os principais vetores da malaria na
Amazobnia sdo do género Nyssorhynchus a saber: An. darlingi, An. albitarsis s.|,
An. deaneorum, An. braziliensis, An. nuneztovari, An. oswaldoi s.I, An. triannulatus,
An. strodei, An. evansae, An. galvaoi); com poucas espécies do subgénero
Anopheles (An. mattogrossensis, An. peryassui, An. mediopunctatus s.l) os quais
s&o considerados vetores de menor importancia epidemiologica (Arruda et al.
1986, Deane 1989, Tadei et al. 1998, Pdvoa et al. 2006).

Anopheles darlingi (Nyssorhynchus darlingi, Foster et al. 2017) é o principal
mosquito vetor da malaria na regido Amazoénica por sua caracteristica antropofilica,
por manter a transmissdo mesmo em baixa densidade populacional e por ser
altamente suscetivel aos P. falciparum, P. vivax e P. malariae (Lourengo-de-
Oliveira et al. 1989, Tadei & Dutary Thatcher 2000, Magris et al. 2007, Pina-Costa
et al. 2014, Prussing et al. 2018). Essa espécie foi descrita pela primeira vez em
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1926 por Root e recebeu o nome do Dr. Samuel Taylor Darling (1872-1925), um
dos principais especialistas em doencgas tropicais do inicio do século XX.

Anopheles darlingi tem uma ampla distribuicdo geografica na América do
Sul e Central (Hiwat & Bretas 2011). As formas imaturas (ovo, larvas e pupas) sao
encontradas colonizando os mais diversos ambientes como tanques de
piscicultura, iguarapés, coérregos, lagos, lagoas, bordas de rio entre outros
(Rejmankova et al. 1999, Deane et al. 2002, Hiwat & Bretas 2011). Os adultos
desta espécie picam durante toda a noite (Tadei et al. 1998, Tadei & Dutary
Thatcher 2000), mas com picos nas primeiras horas da noite e no amanhecer
(Tadei & Dutary Thatcher 2000).

1.6. Ciclo Biolégico do Plasmodium spp.

O ciclo do parasito da malaria humana se desenvolve em dois hospedeiros,
um hospedeiro vertebrado, o homem, e um hospedeiro invertebrado o mosquito
vetor do género Anopheles spp. (Figura 6).

No hospedeiro vertebrado o ciclo se divide em duas fases, a fase exo-
eritrocitaria ou esquizogonia tissular e a fase eritrocitaria ou esquizogonia
sanguinea. O ciclo exo-eritrocitico demora de sete até 30 dias e ocorre no figado.
Comeca quando a fémea do mosquito Anopheles spp. portadora de esporozoitas
do Plasmodium spp. na glandula salivar inocula no momento da picada, o parasito
na corrente sanguinea. Os esporozoitas, que sao as formas infetantes do parasito,
levam aproximadamente 30 minutos para chegar ao figado e invadir os
hepatocitos, dando origem a um ciclo de reprodugao assexuada. Nas células do
figado, os esporozoitas se diferenciam em esquizontes tissulares que evoluem
para estadios invasivos chamados merozoitas que entram na corrente sanguinea
para infectar os eritrocitos. Tanto o P. vivax quanto o P. ovale, apresentam um
estagio do parasito chamado hipnozoita, que permanece em estado latente no
figado durante varias semanas, meses ou anos até acordar e causar as recaidas.
Na corrente sanguinea, ocorre o ciclo eritrocitico, na qual os merozoitas invadem
os eritrocitos; uma vez que os merozoitas entram no eritrocito formam uma célula
uninucleada chamada trofozoito imaturo que tem a forma de um anel.
Posteriormente, evolui para esquizonte, merdcitos ou rosaceas que rompem as

células sanguineas liberando novos merozoitas que vao invadir novas hemacias.
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A febre, assim como outras manifestagdes clinicas, ocorre durante a ruptura
massiva de eritrocitos cheios de parasitos e a liberacdo provavelmente de
pirogenos enddgenos, especialmente fator de necroses tumoral (TNF),
interleucina1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6). Parte da resposta imune ocorre também
nesta fase. Alguns parasitos evoluem para macrogametocitos (gametocitos
fémeas) e microgametocitos (gametocitos machos) que sdo ingeridos pelo
mosquito Anopheles spp. durante o préximo repasto sanguineo para iniciar a fase
esporogodnica dentro do hospedeiro definitivo.

O ciclo esporogonico inicia no intestino do mosquito, onde os eritrocitos
infectados sao lisados liberando macrogametécitos e microgametocitos para que
ocorra a fertilizagdo. Como resultado se forma inicialmente um zigoto, no intestino
meédio do vetor, que se transforma em um oocineto movel. Neste estagio, o parasito
penetra nas paredes do intestino do mosquito e se torna em oocisto. O crescimento
e divisdo de cada oocisto produz milhares de formas de esporozoitas. Apds quatro
a 15 dias, o oocisto libera os esporozoitas na cavidade do corpo do mosquito, de
onde eles se movem e invadem as glandulas salivares.

O ciclo de infeccdo no homem € reiniciado quando o mosquito pica outro
humano, inoculando ao mesmo tempo esporozoitas na corrente sanguinea
(Suarez-Mutis et al. 2013, CDC 2019) (Figura 6).
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1.7. Métodos de diagnéstico

O diagnéstico classico da infecgao plasmodial pode ser realizado por meio
do exame microscopico do sangue em esfregago espesso (gota espessa) ou
delgado (distendido) (Brasil 2005). Nos ultimos anos, os testes de diagnostico
rapido chegaram ao mercado, sendo usados em locais em que n&o €& possivel
realizar o diagnostico parasitologico classico (World Health Organization 2019b).
Outras técnicas mais modernas como o diagndstico molecular sdo usadas em

centros de referéncia (World Health Organization 2019b).

e Gota Espessa. A gota espessa de amostras de sangue coradas com
corante de Giemsa, Wright ou Field continua sendo o método padrdo para o
diagnostico da malaria (Warhurst & Williams 1996, CDC 2018, World Health
Organization 2019b). A amostra ideal para esta técnica € a coleta de uma gota de
sangue do dedo ou do I6bulo da orelha, ja que a densidade de parasitos que pode
ser obtida é maior no sangue dessas areas, ricas em capilares (Moody 2002). Esta
técnica é altamente sensivel e especifica (Pereira de Sousa et al. 2013). Em
condicdes ideais, um microscopista experiente pode encontrar o parasito quando
somente tem de 20 a 30 plasmaodios por microlitro de sangue (Pereira de Sousa et
al. 2013). E uma técnica que permite quantificar o nimero de parasitos e identificar
a espécie (Brasil 2005). No entanto, normalmente na rotina, durante o trabalho de
campo com pessoas infectadas, nem sempre sédo possiveis as condicdes ideais
sendo preciso que existam pelo menos 50 parasitos por microlitro de sangue para
que a amostra seja definida como positiva (Milne et al. 1994).

Segundo o Ministério de Saude do Brasil, entre as vantagens do uso da gota
espessa para o diagndstico da malaria estdo: a concentragdo de maior quantidade
de sangue desemoglobinizado numa area relativamente pequena, aumentando a
probabilidade de encontrar parasitos, isso a torna o método de eleicido para o
diagnostico de malaria (e de outros hemoparasitos) e também  por ser
desemoglobinizada, o processo de coloracdo € mais rapido, permitindo o
processamento de grande numero de amostras. A distribuicdo dos parasitos e
leucécitos se da ao acaso em toda a amostra. Portanto, pode-se avaliar a

parasitemia contando-se o0 numero de parasitos em relagdo a um determinado
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numero de leucdcitos (Brasil 2005). A gota espessa apresenta também algumas
desvantagens ja que € preciso ter microscopistas com experiéncia para a
identificagdo de espécies, uma vez que a morfologia do parasito se altera durante
o processo de desemoglobinizagdo. O processamento da gota espessa deve ser
relativamente rapido depois de coletada a amostra, para evitar a fixacdo de
hemoglobina, a super coloragao e a descoloragéo (Brasil 2005, Harris et al. 2010).

o Esfregaco delgado. A técnica do esfregaco delgado possui baixa
sensibilidade. Estima-se que a gota espessa € cerca de 30 vezes mais eficaz na
deteccdo da infecgdo malarica (Ministério da Saude 2019a). Porém, este método
permite um melhor estudo da morfologia do parasito e das alteragdes
caracteristicas do eritrocito parasitado. Por ser uma técnica de fixacdo e nédo de
desemoglobinizacédo apresenta menor perda de parasitos do que a gota espessa.
O esfregagco ocupa maior area na lamina, porque tem menor quantidade de
sangue espelhada em uma unica camada, isso dificulta o encontro de hemacias
parasitadas quando ha baixa parasitemia. O esfregago delgado n&o é uma
técnica indicada para diagnostico inicial de malaria nas areas endémicas por sua
baixa sensibilidade, porém pode ser usada em forma complementar a gota
espessa para diferenciar facilmente as espécies parasitarias (Ministério da Saude
2019a).

e Ensaios de Diagnodstico Rapido Nao-Microscoépico. A introdugdo de
testes de diagnostico rapido (RDTs, pelo seu nome em inglés) para a malaria € de
consideravel interesse, ja que esses testes usam meétodos imunocromatograficos
para detectar antigenos especificos de Plasmodium spp. em uma amostra de
sangue capilar (World Health Organization 2019b). Os testes s&o realizados por
individuos com um minimo de treinamento, ndo necessitando de eletricidade nem
de equipamentos. Os resultados demoram aproximadamente 15 minutos. Em
comparagao com a microscopia, as principais desvantagens dos RDTs disponiveis
sao falta de sensibilidade quando ha baixos niveis de parasitemia, incapacidade
de quantificar a densidade parasitaria, incapacidade de diferenciar entre as
especies P. vivax, P. ovale e P. malariae, bem como entre as fases sexual e
assexual do parasito (World Health Organization 2019b). Os resultados do teste

sdo malaria por P. falciparum ou malaria nao P. falciparum.
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Os antigenos utilizados nos testes RDTs atualmente disponiveis s&o:

a) A proteina Il rica em histidina (HRP-II) € uma proteina soluvel em agua
produzida por trofozoitos e gametdcitos jovens (mas ndo maduros) de P.
falciparum. Kits comerciais atualmente disponiveis detectam HRP-Il sé de P.
falciparum.

b) Lactato desidrogenase especifica do parasito (pLDH) é produzida por
estadios assexuados e sexuais (gametécitos) do Plasmodium spp. Kits
atualmente disponiveis detectam pLDH de todas as quatro espécies de
Plasmodium que infectam humanos. Eles podem distinguir P. falciparum das
espécies nao-falciparum, mas ndo podem distinguir entre P. vivax, P. ovale e
P. malariae. Também distinguem a pLDH humana da parasitaria.

c) As aldolases sdo antigenos pan-malaricos encontrados em todas as
especies de Plasmodium. Elas sdo enzimas da via glicolitica do Plasmodium,
que séo liberadas no sangue de pacientes infectados. Estas enzimas estéo
localizadas no citoplasma dos parasitos (DiMaio et al. 2012, Dzakah et al.
2013). No mercado ha um teste que possui a proteina 2 rica em histidina (HRP-
2), especifica para P. falciparum e a aldolase. Este teste é conhecido como
BinaxNOW Malaria (Alere, Waltham, MA) e é o unico teste aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para diagnostico in vitro da malaria nos Estados
Unidos. O teste apresenta sensibilidades para a deteccao de P. falciparum e
P. vivax de 100% e 81,6%, respectivamente, utilizando sangue venosa
(Mathison & Pritt 2017).

No Brasil, o Ministério da Saude preconiza o uso do teste SD-BIOLINE

MALARIA AG Pf/PAN (Catalogo 05FK60) fabricado por Standard Diagnostics, Inc.
Este € um teste combinado com a HRP-II de P. falciparum e pLDH (P. vivax, P.

malariae ou P. ovale), permitindo a diferenciagdo entre a infeccdo pelo P.

falciparum e as outras espécies parasitarias. Este teste oferece sensibilidade para
P. falciparum HRP-Il de 100%, P. falciparum pLDH de 99,7% e P. vivax de 98,2%)
(Ministério da Saude 2015).

e Técnicas de Diagnéstico Molecular. Os métodos moleculares,

essencialmente baseados na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), se

tornaram uma ferramenta indispensavel no diagndstico de doengas infecciosas. A
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PCR para diagnéstico de malaria foi inicialmente descrita por Waters & Mccutchan
(1989). Esta técnica procura a amplificagdo de sequéncias especificas da regiao
codificadora da subunidade menor de RNA ribossomal (18S rRNA) de plasmadio,
utilizando sequéncias iniciadoras (primers), responsaveis por se anelar em regides
especificas do DNA, e da enzima DNA polimerase (Tag DNA polimerase), que
realiza a sintese por meio de varios ciclos de temperaturas especificas para
desnaturacao e extensdo do DNA, resultando na producido de milhares de cépias
da sequéncia alvo (Snounou et al. 1993, Snounou 1996, Lorenz 2012). Atualmente
existem novos alvos moleculares (Lucchi et al. 2013).

Apesar de novas possibilidades de diagndstico molecular rapido para
condigdes de campo como a LAMP (Amplificagdo Isotérmica Mediada por Loop),
a PCR n&o pode se considerar ainda como uma técnica rapida para o diagndstico
inicial da malaria. Seu valor reside na sua sensibilidade, tendo uma capacidade de
detectar seis parasitos por microlitro (ul) de sangue (Vasoo & Pritt 2013, Cook et
al. 2015).

Os métodos baseados em PCR futuramente podem ser adotados como o
novo padrao-ouro no diagndstico da malaria, especialmente em areas com registro
de baixa parasitemia. Embora seja considerada uma técnica sensivel e especifica
para o diagnostico do plasmodio, a técnica tem custo elevado e acessibilidade
restritiva (Kasetsirikul et al. 2016). Essas técnicas consomem tempo, mao de obra
e materiais. Além disso, varios relatos mostram que primers especificos de P.
knowlesi, tém hibridizagdo cruzada com iniciadores P. vivax (Singh et al. 2004,
Bastien et al. 2008, Imwong et al. 2009, Tang et al. 2010).

Outras técnicas como PCR em tempo real quantitativa (QPCR) e ensaios de
amplificagdo baseada em sequéncia de acido nucleico (QT-NASBA) também
podem ser utilizados para determinar a densidade do parasito. A vantagem do
gPCR sobre outras técnicas moleculares € a quantificagdo de densidades
parasitarias (Jeanne et al. 2010). Varios grupos de pesquisa tém utilizado esta
técnica para a identificacdo das diferentes espécies de Plasmodium spp. que
podem infectar humanos (Divis et al. 2010, Tang et al. 2010, Reller et al. 2013).
Estes ensaios de PCR em tempo real tém a vantagem sobre os ensaios de PCR
aninhada (nested-PCR) de serem mais rapidos e com menor risco de

contaminagdo mas, precisam de reagentes e equipamentos mais caros, que sao
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0s principais inconvenientes enfrentados para a introdugcdo desses testes nos
servicos de saude (Mathison & Pritt 2017, van Eijk et al. 2019).

Além disso, novos métodos como a LAMP foram desenvolvidos para P.
vivax (Vallejo et al. 2015), P. falciparum (Mohon et al. 2014) e P. knowlesi (Lau et
al. 2011). A LAMP é um método molecular que também detecta genes do genoma
do microrganismo com objetivo similar a PCR convencional, ja que as duas
amplificam o DNA. Ao contrario da PCR tradicional, a LAMP é realizada com
equipamento menos sofisticado, como um banho Maria e uma lampada
ultravioleta, e ndo requer um termociclador para a amplificacdo nem sistema de
imagens de gel para a leitura dos resultados. A utilizacdo de técnicas moleculares
tem como vantagem detectar baixas densidades parasitarias e realizar a

identificagdo ao nivel da espécie.

e Métodos para deteccao de anticorpos. Os métodos de deteccdo de
anticorpos contra Plasmodium spp. séo ferramentas que podem ser utilizadas em
pesquisas epidemiologicas, avaliagdo de pacientes febris com viagens recentes
para areas endémicas que apresentam repetidamente laminas negativas, apoio ao
diagnostico de suspeita de sindrome de esplenomegalia tropical, triagem de
doadores de sangue e avaliagdo de doadores em casos suspeitos associados a
transfusdo (Mathison & Pritt 2017). Os testes sorologicos geralmente ndo s&o
recomendados para o diagnostico de rotina da malaria (Corréa et al. 2018). A
maioria dos testes disponiveis sdo ensaios de imunofluorescéncia ou
imunoensaios enzimaticos e podem ser realizados no soro ou plasma derivados

de amostras de sangue (Mathison & Pritt 2017).

1.8. Endemicidade da Transmissao Da Malaria

Devido a diversidade epidemiolégica da malaria no mundo e a existéncia de
fatores que influenciam o comportamento epidemiolégico tem sido desenvolvidas
varias medidas para avaliar a carga de malaria segundo a estratificacao
epidemiologica de risco e a intensidade de transmissao.

Geralmente as areas que apresentam o mesmo nivel de endemicidade tém
caracteristicas semelhantes de distribuicdo da doenca, o que orienta na projegao,
implementagao e monitoramento de atividades de controle e prevengao (Autino et
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al. 2012). A endemicidade da malaria € uma questdo muito complexa, que é
influenciada por fatores relacionados as interagbes homem-agente etiologico-
mosquito vetor- ambiente. Entre esses fatores, devem ser verificados aqueles
associados ao homem (tipo de atividade laboral desenvolvida, movimentos de
migragao e mobilidade populacional, guerras, idade, imunidade, estado de saude
entre outros), ao parasito (espécies, genotipos, duragdo do ciclo esporogdnico,
suscetibilidade a drogas), ao vetor (densidade, habitats larvarios, padrao alimentar,
longevidade, susceptibilidade a inseticidas) e ao ambiente (temperatura,
precipitagdo, umidade, altitude, configuragdo da paisagem entre outros ) (Autino et
al. 2012).

Existem diferentes métodos para classificar a endemicidade da malaria em
uma populagdo. Esses métodos incluem: propor¢do de individuos em uma
populacdo com aumento palpavel do bago (taxa de esplenomegalia), numero de
picadas infecciosas por pessoa que mede a intensidade da transmissé&o (taxa de
inoculagdo entomoldégica) e numero de casos de malaria confirmados
microscopicamente detectados durante um ano por unidade de populagao
(incidéncia parasitaria anual) (Hay et al. 2008).

Um dos métodos mais usados é o proposto por OMS em 1950 (WHO 1950)
com base nas taxas de prevaléncia de esplenomegalia em criangas de 2 a 9 anos
de idade. Quatro diferentes areas de endemicidade podem ser distinguidas:

1. Areas holo-endémicas, onde a proporcéo de criangas com esplenomegalia

€ superior a 75%;

2. Areas hiperendémicas, onde a prevaléncia de esplenomegalia nessas

criangas é entre 51 e 75%;

3. Areas meso-endémicas, com prevaléncia entre 11% e 50%;
4. Areas hipoendémicas, onde a prevaléncia é inferior a 11% (World Health

Organization 2016).

A natureza clinica da malaria depende fortemente do nivel da imunidade
protetora adquirida a qual € uma consequéncia do padrdo da intensidade da
transmissdo da malaria na area (Snow & Marsh 2002, Filipe et al. 2007, WHO
2015)(Snow & Marsh 2002, Filipe et al. 2007, WHO 2015a)..

Existem areas onde a transmissao de malaria € estavel, onde as populagdes

estdo continuamente expostas a uma alta frequéncia de inoculagdo do parasito
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pelo vetor (taxa de inoculagado entomoldgica maior a 10 picadas infectivas por ano).
A taxa de inoculagdo entomologia € definida como o numero de picadas infectivas
recebidas por uma pessoa em um ano (Filipe et al. 2007, Pothin et al. 2016). Isto
ocorre principalmente em &reas de alta transmisséo na Africa (Owusu-Agyei et al.
2001). Nessas areas frequentemente a imunidade parcial a doenga clinica € um
risco que se reduze, com excegao das criangas pequenas menores de 2 anos, que
desenvolvem altas densidades parasitarias que podem progredir rapidamente a
uma malaria grave e consequentemente a obitos (Snow et al. 1999, Snow & Marsh
2002). Em contraste, nesses ambientes, adolescentes e adultos s&o parcialmente
imunes e raramente sofrem de malaria clinica, embora alguns deles tenham baixas
densidades de parasitos no sangue (assintomaticos). A imunidade € modificada na
gravidez, e €& gradualmente perdida quando os individuos saem das areas
endémicas por longos periodos, geralmente varios anos (Cot & Deloron 2003,
Struik & Riley 2004, WHO 2015a).

Em areas de transmissao instavel da malaria, a intensidade da transmissao
flutua amplamente por estagdo, meses ou anos. O P. vivax € a espécie que mais
predomina nestas regides. A taxa de inoculagdo entomoldgica é geralmente menor
gue cinco picadas infectivas por ano, embora podem existir pequenos focos de
maior transmissao. Nessas areas a parasitemia assintomatica também é comum
(Arnot 1998, World Health Organization 2015b, White 2017). A transmiss&o
geralmente baixa retarda a aquisigdao de imunidade, de modo que pessoas de
todas as idades (adultos e criangas) sofrem de malaria clinica, com um risco
significativo de progressao para malaria grave se n&o for tratada. Nestas areas
ocorrem epidemias quando a taxa de inoculagdo aumenta rapidamente devido a
um aumento repentino na capacidade do vetor, sendo esta a habilidade de
transmitir o parasito na populagcdo susceptivel (Klempner et al. 2007). Nas
epidemias, a malaria grave € comum se o tratamento rapido e eficaz ndo estiver
amplamente disponivel. Viajantes n&do imunes em uma area endémica de malaria
tém um risco particularmente alto de contrair malaria grave se suas infecgdes nao
forem detectadas prontamente e tratadas de forma eficaz (WHO 2015).

Com referéncia a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA), que expressa o
numero de casos de malaria por ano e local determinado numa populagdo em
risco, a medigdo exige que cada caso suspeito de malaria seja diagnosticado
através de um sistema abrangente de vigilancia que compreende detecgéo passiva
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de casos (exame de casos suspeitos, geralmente febris, apresentado em algum
ponto de diagndstico ou unidade de saude), complementado por deteccao ativa de
casos procurados em visitas domiciliares em intervalos regulares) (Hay et al.
2008). No Brasil, durante a implementag¢ao do programa de controle da malaria foi
usada numa aldeia indigena Yanomami uma estratégia de deteccdo ativa
agressiva de casos (AACD), em que todos os membros das comunidades eram
testados e tratados para malaria més a més. A estratégia foi efetiva, diminuindo
em grande porcentagem a malaria nesta populacado (Macauley 2005). O principio
da estratégia € identificar e tratar casos de infecgdo assintomatica, que se nao
tratados podem ser fontes continua de infecgdo (Macauley 2005).

No Brasil, as areas sao estratificadas considerando os seguintes valores de
IPA: alto (IPA = 50 /1 mil hab) médio (IPA = 10 e < 50), baixo (IPA>1e <10)e
sem risco de transmissao (IPA < 1) (Ministério da Saude 2000).

1.9. Estratégia Técnica de Eliminagao da malaria 2016-2030

No ano 2013 na 66° Assembleia Mundial da Saude, os Estados Membros
apoiaram a recomendacéo feita pelo Comité Consultivo para a Politica da Malaria
sobre a preparagéo de uma estratégia técnica global contra a malaria (2016-2030)
que visa fornecer uma estrutura para a formulagdo de programas que acelerem o
progresso em dire¢ao a eliminagdo da malaria, tendo como base as estratégias de
programas nacionais e subnacionais. A estratégia tem definido o caminho para os
paises onde a malaria € endémica com foco no controle e a eliminagao da doencga
nos proximos 15 anos. Os objetivos, etapas e metas da estratégia estado descritos
no Quadro 2 (WHO 2015).

Quadro 2.0bjetivos, etapas e metas da Estratégia Técnica Mundial para a Malaria 2016-
2030.

OBJETIVOS ETAPAS METAS

2020 2025 2030
1. Reduzir as taxas de Pelomenos40% Pelo menos 75% Pelo menos 90%
mortalidade por malaria a
nivel mundial, em
comparagao com 2015
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2. Reduzir aincidéncia de casos Pelo menos 40%  Pelo menos 75% Pelo menos 90%
de paludismo a nivel mundial,
em comparagdo com 2015

3. Eliminar o paludismo nos Pelo menos 10 Pelo menos 20 Pelo menos 35
paises em que a doenca foi paises paises paises
transmitida em 2015

Restabelecimento Restabelecimento  Restabelecimento
4. Evitar o restabelecimento do evitado evitado evitado
paludismo em todos os
paises que estdo livres do
paludismo

Fonte: World Health Organization 2015

Esta estratégia se baseia em trés pilares e dois elementos de apoio
fundamentais para a eliminacdo da doenga. Os pilares visam garantir o acesso
universal a prevengao, diagndstico e tratamento da malaria; acelerar os esforgos
para a eliminagao e obtencao do estado de pais livre de malaria; e transformar a
vigilancia da malaria numa intervengao essencial. Os elementos de apoio visam
“aproveitar a inovacgéao e expandir a investigacao” e “refor¢ar o ambiente favoravel”
(World Health Organization 2015a).

No Brasil o plano de eliminagdo da malaria esta focado na eliminacao do P.
falciparum inicialmente. A estratégia oferece orientagdo técnica necessaria para
que os municipios trabalhem as ag¢des tendo como base as particularidades da
epidemiologia local. Para cada uma das fases, o plano define estratégias
diferenciadas para o diagndstico, tratamento, controle vetorial, educagcdo em saude
e mobilizagao social. A otimizagdo da resposta a esta estratégia no pais, depende
da boa estruturagédo dos programas locais que devem estar formulados segundo a
estratificacdo de riscos, fatores de risco relacionados ao hospedeiro humano,
parasitos, vetores e meio ambiente (Ministério da Saude 2016).

A eliminagdo da doenga segue sendo um grande desafio para o pais, mas
para o enfrentamento desta realidade sdo fundamentais o fortalecimento do
monitoramento epidemiolégico, do controle vetorial, da Vvigilancia de

assintomaticos e do surgimento de resisténcias a medicamentos e a inseticidas.
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2. RACIONAL E JUSTIFICATIVA

Entre o ano 2000 e 2015, a carga da malaria no planeta apresentou uma
grande redugdo como resultado do aumento do financiamento e compromisso
politico, implementagdo de novos tratamentos antimalaricos, melhoras no acesso
ao diagnostico, o uso de mosquiteiros tratados com inseticidas e borrifagédo residual
intradomiciliar, entre outros (World Health Organization 2018). O Brasil no periodo
de 2016-2017, apresentou um aumento do 48% nos casos registrados sendo o
estado do Amazonas o mais afetado seguido pelos estados de Para e o Acre, além
da existéncia de areas que apresentam focos de resisténcia com concentragao de
casos especialmente em populagdes dificeis de serem alcangadas pelos
programas de controle (Chenet et al. 2017, OPAS 2018).

No pais, existem areas reconhecidas como mais vulneraveis como séo as
areas de fronteiras internacionais devido as dificuldades na coordenacao de agdes
de saude, sendo que o limite internacional cria dificuldades juridicas, politicas,
técnicas e operacionais no controle de endemias, para o tratamento de doentes e
para a oferta dos servigcos de saude. Esta situagao pode se observar de forma mas
critica na regido da fronteira internacional da regido Amazobnica dado que os
elementos fundamentais para a vigilancia em saude, a informag&o e o acesso ao
sistema de ateng&o, ndo atravessam o limite internacional; no entanto os agentes
e vetores de doencgas circulam livremente nessas areas (Peiter 2005). Em areas
de fronteira da Amazébnia, varios municipios sdo considerados de alto risco de
transmissdo para a malaria, apesar da baixa densidade populacional da regiao,
como por exemplo o municipio de Atalaia do Norte no Amazonas. No municipio o
percentual de pessoas com infecgdes assintomaticas por Plasmodium spp. ainda
€ desconhecido sendo que estas tém um papel muito importante na transmissao
do parasito, especialmente em areas onde a transmissao € sazonal e nao existe
controle na migragao de pessoas como é o caso do Vale do Javari.

Varios grupos de pesquisa na regido amazénica tém demostrado que as
infecgcdes assintomaticas causada pelo Plasmodium spp. sdo um importante
impedimento no controle e eliminagdo da malaria. Estudos realizados em
diferentes areas da Amazobnia encontraram prevaléncias entre garimpeiros em
Mato Grosso, em comunidades ribeirinhas em Rondonia (Fontes 2001, Alves et al.
2002) e por nosso grupo de pesquisa no médio rio Negro no estado de Amazonas
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(Suarez-Mutis et al. 2004, Ladeia-Andrade 2005). Esses estudos tém mostrado a
necessidade de avaliar a importancia epidemiologica das infecgbes assintomaticas
para a manutencao da transmissao do parasito em diferentes areas endémicas.

No continente americano as infec¢gdes assintomaticas tém, na maioria de
vezes, densidades parasitarias muito baixas sendo dificil de serem detectadas
pelos métodos de diagnostico disponiveis nos servigos locais de saude nas areas
endémicas (gota espessa e testes de diagndstico rapido -). Esse fato representa
uma realidade em todo o mundo e um obstaculo importante para a eliminagao de
malaria (Harris et al. 2010, Golassa et al. 2013). Quando a visdo global é a
eliminacao da malaria é preciso encontrar os portadores de parasitos por meio da
deteccao ativa de casos e o tratamento de todas as infec¢gdes, procurando com
isto a interrupgao da transmissao nas areas endémicas. A identificagao e detecgéo
de portadores de infecgbes sub-microscoépicas tornou-se um novo desafio para os
programas de controle e de eliminacdo da malaria (Lindblade et al. 2013).

O tratamento de todas as infecgbes como parte das estratégias de vigilancia
de rotina poderia ter um grande potencial contribuindo significativamente para a
reducdo da malaria em regides endémicas. O perfil epidemiolégico da malaria
nesta area de fronteira tem sido pouco investigado. O presente estudo pretende
investigar a presenca de casos de malaria e/ou de infecgdo assintomatica por
Plasmodium spp. nas comunidades do Vale do Javari assim como determinar os

principais fatores demograficos associados a transmiss&o do parasito na regiao.

Frente a epidemiologia da malaria no municipio de Atalaia do Norte surgem as

seguintes perguntas de pesquisa:

1. Existem portadores assintomaticos de Plasmodium spp. nessa area?
2. Qual é a proporgéo de infectados assintomaticos nessa area?
3. Quais sao os determinantes da presenca de infecgao assintomatica na area

do rio Javari?

Assim sendo, as hipoteses deste estudo sdo:
Hipotese 1:
Ho. Nas comunidades do municipio de Atalaia do Norte nao existem portadores de

infeccdo assintomatica que contribuem com a permanéncia da infec¢ao na area.
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Ha. Nas comunidades do municipio de Atalaia do Norte existem portadores de
infeccdo assintomatica que contribuem com a permanéncia da infec¢cédo na area
Hipotese 2:

Ho. As infecgdes assintomaticas n&o estdo associadas com os antecedentes
clinicos e parasitologicos dos moradores da area.

H2. As infecgbes assintomaticas estdo associadas com os antecedentes clinicos e

parasitologicos dos moradores da area.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar a presengca de casos de malaria e/o infecgdo assintomatica por
Plasmodium spp. nos habitantes do municipio de Atalaia do Norte estado do

Amazonas e determinar os principais determinantes demograficos associados.

3.1. Objetivos especificos

e Determinar e analisar o perfil epidemiolégico da malaria no tempo e no
espago no municipio de Atalaia do Norte;

o Estabelecer a prevaléncia da infeccao assintomatica por Plasmodium
spp. nas comunidades indigena de S&o Luiz e ribeirinha de Boa
Esperanga no municipio de Atalaia do Norte sob risco continuo de
aquisicao de malaria;

¢ Investigar os antecedentes clinicos, epidemiologicos e parasitologicos
de infecg&o por Plasmodium spp. entre os moradores da area de estudo;

e |dentificar os determinantes demograficos que contribuem para a

presenca da infeccado assintomatica por Plasmodium spp.
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4. METODOLOGIA

4.1. Areade Estudo

O estudo foi conduzido em duas escalas espaciais: municipio de Atalaia do

Norte (municipal) e duas comunidades rurais (local).

Municipio de Atalaia do Norte. O estudo foi realizado no municipio de
Atalaia do Norte (4°21'565.94"S; 70°11'32.99"0), localizado no sudoeste do estado
do Amazonas na regido do Alto Rio Solimdes a uma distancia de 1.138 km em
linha reta da capital amazonense, Manaus. O municipio é acessivel de Manaus
somente por via fluvial e do municipio de Benjamin Constant por estrada e via
fluvial. Faz fronteira ao norte e a oeste com o Peru; ao sul, com 0s municipios
amazonenses de Guajara e Ipixuna e o estado do Acre; a leste, com 0 municipio
de Benjamin Constant (Figura 7). A fronteira com o Peru é delimitada pelo rio Javari
que tem uma extensao de 1.180 km.

O municipio tem uma area total de 76.435,093 km? com 94% do seu territério
coberto pela floresta amazdnica e uma populagéo de 15.153 habitantes (densidade
populacional 0,20 habitantes/km?), vivendo em areas urbanas (n=6.893; 45,5%) e
rurais (n=7.561; 54,5%) (IBGE 2019, PRODES 2019). Segundo o IBGE (2019),
em 2019, estima-se uma populacédo de 19.921 habitantes.

No municipio se encontra o Vale do Javari, uma das reservas indigenas
mais extensas do Brasil, com uma area de 8.544,482 hectares de terra e banhada
pelos rios Itacoai, Itui, Curuga e Jaquirana. Os povos indigenas que habitam a
Terra Indigena do Vale do Javari pertencem as etnias Marubo, Mayoruna,
Kanamari, Matis, Kulina e os Korubo e estao distribuidos em 54 aldeias dispersas
as margens dos rios, numa regiao indspita e de dificil acesso (Figura 8). O meio de
transporte € feito por via fluvial ou aérea através de pequenas pistas de pouso
(Figuras 7 e 8)
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O municipio n&do tem tratamento de esgoto e a captagcdo da agua provém do rio
Javari. Todo o lixo é coletado em dias alternados, e eliminado num lote do
municipio localizado na estrada BR-307 que vai para Benjamin Constant. Energia
elétrica s6 é fornecida na zona urbana enquanto na zona rural, em algumas
localidades ha geradores de energia a gasolina. Cada localidade conta com um
telefone fornecido pelo governo municipal que permite a comunicagédo entre as
comunidades, a sede do municipio e outras cidades do pais.

O indice de Desenvolvimento Humano (IDH) de Atalaia do Norte, um dos
mais baixos do Brasil, é 0,450 (IBGE 2010). A economia do municipio é baseada
na agricultura e na pesca de subsisténcia. O clima do municipio é caracterizado
como tropical umido com temperaturas variando entre 15°C e 40°C (IDAM 2019).
Duas estag¢des sdao bem marcadas na regido, estacdo seca (Junho-Novembro) e
estagdo chuvosa (Dezembro-Maio).

Comunidade indigena Sao Luiz e Comunidade ribeirinha Boa

Esperanca. Entre as comunidades do municipio Atalaia do Norte estdo a aldeia
Sao Luiz e a comunidade ribeirinha Boa esperanga (Figura 7). A aldeia Sdo Luiz
localizada no Vale do Javari, dista aproximadamente 287 km da sede do municipio
de Atalaia do Norte. A aldeia tem uma populagdo de 196 habitantes distribuidas
em 30 casas. Os Kanamari sdo os povos indigenas que habitam nesta aldeia. As
casas sao de madeira e teto de zinco sobre palafitas, a configuragédo da construgao
das casas na aldeia tem a forma de U entre o rio e a floresta. A maloca principal
esta do lado oposto do rio e no centro tem um espaco utilizado para recreacgéo e
convivéncia.

A aldeia possui um pogo de agua sem tratamento para o uso coletivo. Nao
existe servico de abastecimento de agua, esgoto e luz elétrica. A luz € proveniente
de um gerador movido a gasolina. Por ser uma area indigena, nesta comunidade
existe um Polo base do Distrito Sanitario Especial Indigena do Vale do Javari
(DSEI) que conta com uma equipe multidisciplinar de saude indigena, composta
por enfermeiro, técnico de enfermagem, microscopista e agentes indigenas de
saude (AIS). O Polo presta o servico de atengdo primaria em saude na
comunidade, tem farmacia, laboratério de microscopia, sala de atendimento, sala

de armazenamento de vacinas com um freezer que € mantido ligado através de
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placas solares, sala de radio, alojamento para os profissionais, cozinha, banheiros
e sala de espera.

A comunidade ribeirinha Boa esperanga localizada a uma distadncia de
aproximadamente 200 km da sede do municipio de Atalaia do Norte, tem uma
populagdo de 42 habitantes que residem em 8 casas. E uma comunidade
localizada as margens do rio Javari. As casas sao de madeira e cobertas com
telhas de zinco, construidas sobre palafitas tendo em conta a elevagao do rio no
periodo das chuvas. A comunidade tem uma escola para criangas de nivel
fundamental, localizada no meio da comunidade. Na&o possui servigcos de
abastecimento de agua, esgoto e luz elétrica, utilizando gerador movido a gasolina.
A comunidade possui um posto de saude onde é feito o diagnostico de malaria por
gota espessa e tratamento adequado.

4.2. Desenho Epidemiolégico
Trata de um desenho epidemiolégico misto com um componente
retrospectivo dos casos de malaria no municipio de Atalaia do Norte de 2003 a
2018 e componente seccional realizado em duas comunidades rurais (aldeia
indigena Sao Luiz e comunidade ribeirinha Boa Esperancga) no periodo seco
(agosto de 2018) e chuvoso (maio de 2019) (Figura 9).
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ESTUDO EPIDEMIOLOGICO MISTO

Retrospectivo Seccional

espacial
Estagdo seca Estagdo de Chuvas

(Agosto 2018) (Maio de 2019)
Temporal

Comunidades: Sdo Luiz

Demogréfico e Boa esperanga

Parasitolégico Estudo Parasitolégico Estudo molecular

Gota espessa

Negativo Positivo Positivo Negativo

Tratamento Sintomético Verificagdo base
H de dados

Figura 9.Fluxograma do estudo epidemiolégico misto.

e Componente Retrospectivo:

Foi realizada uma analise retrospectiva da informagéao contida no SIVEP-
Malaria, fonte de dados do Ministério da Saude, no periodo de 2003 a 2018
relativas ao municipio de Atalaia do Norte. Para essa analise foram usados todos
os dados de todas as localidades do municipio. Foram filtrados todos os casos
positivos por local provavel de infecgao para os diferentes grupos de variaveis
como: espaciais (municipio, area urbana, area rural, area indigena e
assentamentos), temporais (més e ano), demograficos (sexo e faixa etaria) e
parasitologicos (espécies parasitarias).

Foi construida e analisada uma curva endémica usando o numero de casos
para cada més no periodo estudado. Esta curva foi realizada em duas etapas:

a) Foram calculados as médias e os desvios padrao dos casos de cada més

durante os 16 anos do estudo. O limite superior foi calculado somando o

desvio padrao com a média e o limite inferior foi calculado da diferenca do
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desvio padrdo e a média de casos. Os meses, que excederam o limite
superior da média, foram excluidos da analise inicial.

b) Na segunda etapa, os desvios médios e a média foram recalculados para
cada més apds a exclusao dos meses epidémicos, para construir a curva
endémica esperada para o municipio. Posteriormente, foram feitos graficos
com O numero esperado e observado de casos. Os meses foram

considerados epidémicos quando excediam o limite superior esperado.

Para as analises da duracdo das epidemias foi considerada a classificacao
descrita por Braz et al. (2014) que as classifica como epidemias curtas (1 a 4 meses

epidémicos durante o ano); médias (5 a 8 meses) e longas (9 a 12 meses).

e Estudo seccional

Para os estudos seccionais foram selecionadas duas comunidades do
municipio de Atalaia do Norte, a aldeia S&o Luiz da Terra indigena do Vale do
Javari e a comunidade ribeirinha de Boa esperanga (Figura 7). Os critérios
adotados para a selecao dessas areas foram a alta incidéncia de casos autéctones
de malaria e a facilidade de acesso a partir da sede do municipio. Foram realizados
dois cortes seccionais em 2018 e 2019, uma durante a estagdo de menor
pluviosidade (estagdo seca) em agosto de 2018 e outro na estagdo de maior
pluviosidade (estagc&o das chuvas) em maio de 2019.

Para o desenvolvimento do estudo foram realizadas visitas prévias as
comunidades em conjunto com o gerente de endemias do municipio de Atalaia do
Norte e as autoridades indigenas do Vale do Javari para apresentagéao da proposta
do estudo. A sensibilizagdo das pessoas para a participagéo no projeto foi realizada
na casa de um dos lideres indigenas e na casa do lider comunitario de Boa
Esperanca. Todas as pessoas com mais de dois anos de idades foram convidadas
a participar do estudo.

No total foram incluidas 190 pessoas nas duas localidades. Sendo 148 na
aldeia Sdo Luiz e 42 em Boa Esperanca. Apds a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido -TCLE (Apéndice 1 e Apéndice 2) e Termos de
assentimento-TALE (Apéndice 3 e Apéndice 4) foram realizadas os seguintes
procedimentos: a) entrevistas individuais usando um questionario com perguntas

abertas e fechadas para obtengdo de dados demograficos, comportamentais,
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socioecondmicos, histéria pregressa da malaria e sintomatologia atual (Apéndice
5); b) coleta de amostras sanguineas para a realizagdo de gota espessa por
puncédo digital usando a técnica preconizada pelo Ministério da Saude, também
foram coletados 5 ml de sangue total em tubo BD Vacutainer® com EDTA (AB
Medical,Inc®) para posterior extracdo de DNA e realizacdo de diagndstico
molecular baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccgéo de
infecgbes assintomaticas da malaria. Todas as amostras foram devidamente
etiquetadas e marcadas com um numero cuja identificagdo somente foi conhecida
pelo pesquisador principal e sua assistente. O material coletado, no campo foi
mantido em uma geladeira com gelox, até chegar na cidade de Tabatinga onde
foram armazenados a -20°C. Posteriormente o material foi devidamente
transportado para o Instituto Lednidas e Maria Deane da Fiocruz em Manaus onde
permaneceram armazenadas a -20°C. De Manaus, o material foi encaminhado ao
Laboratério de Doencgas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz para realizagao dos
testes moleculares.

Todos os participantes da pesquisa foram acompanhados durante 40 dias
apdés a coleta das amostras pela equipe local com a finalidade de detectar
episddios clinicos de malaria.

4.3. Critérios para os individuos ingressarem na pesquisa

a) Critérios de inclusao

e Morar nas comunidades Sao Luiz e Boa Esperanga por no minimo 6 meses;

e |dade maior ou igual 2 anos para a coleta sanguinea;

e Aceitagdo do paciente em ser submetido a coleta de sangue através do
TCLE ou TALE.

e Pacientes sem antecedentes de malaria 30 dias antes das coletas das
amostras de sangue

b) Critérios de exclusao ou de perda apés inicio do estudo

e Recusa do individuo em participar do estudo;

e Morar nas comunidades Sao Luiz e Boa Esperancga por periodo inferior a 6
meses;

e Estar ausente da comunidade durante o periodo de coleta;

e Ter apresentado malaria 30 dias antes da coleta das amostras de sangue.
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4.4. Diagnéstico da Malaria

Diagnéstico Microscépico

O diagndstico microscépico de malaria para cada individuo participante do
estudo foi realizado em laminas com gotas espessas e coradas com Giemsa
segundo a técnica de Walker (FUNASA 1995). por dois microscopistas experientes
do municipio de Atalaia do Norte. O controle de qualidade foi realizado pelo
microscopista coordenador (revisor) do municipio seguindo as normas do
Programa estadual de controle de malaria (Brasil 2005).

Foi realizada uma avaliacdo qualitativa da densidade parasitaria tendo em
conta os parametros padrao estabelecidos pelo Ministério da saude (Brasil 2005)
(Quadro 3).

Quadro 3.Parametros para a leitura da gota espessa.

Parasitos Num_ero de’ca_lmpos Cruzes
contados microscopicos
40 a 60 100 +/2
1 1 +
2-20 1 ++
21-200 1 +++
+200 1 ++++

Fonte: (Brasil 2005)

Os resultados possiveis foram: |[dmina negativa, Trofozoitos de P.

falciparum (F), Gametdcitos de P. falciparum (Fg), Esquizontes de P. falciparum
(Ez), Trofozoitos e gametdcitos de P. falciparum (F+FQ), Trofozoitos de P. vivax (V),
Gametocitos de P. vivax (Fv),Trofozoitos e gametdcitos de P. vivax (V+Fv), malaria
mista (espécies) (F+V) e P. malariae (M).

Diagnéstico molecular

e Extracao do DNA Genémico Total

Para realizagcédo dos testes moleculares foi usado 5ml de sangue total em
tubo BD Vacutainer® com EDTA (AB Medical,Inc®). A extragdo de DNA foi
realizada a partir de 200ul de sangue total de amostras coletadas dos individuos
por meio da utilizagdo do kit comercial kasvi (Kasvi, Mobius Life Science®),
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segundo as indicagbes do fabricante. Primeiramente foram adicionados 25ul de
proteinase K e 200ul da amostra biolégica em um microtubo de centrifugagao de
1,5 ml. Adicionaram-se 200ul de tampado de lise S e foi homogeneizado
vigorosamente em vortex por 20 segundos, esta etapa é muito importante para
obter um alto rendimento de pureza de DNA. As etapas foram incubadas no banho
Maria a 56°C por 15 minutos. O lisado deve tornar-se de uma cor marrom durante
a incubacao.

Foram adicionados 210 ul de etanol (96-100%) e homogeneizado no vortex.
Toda a mistura foi transferida para o tubo Spin S e foi centrifugada por um minuto
a 11.000 x g. O tubo-filtro foi colocado sob um novo tubo de coleta e foram
adicionados 500ul de tampéao de lavagem SI. As amostras foram centrifugadas por
um minuto a 11.000 x g e na sequéncia o tudo de coleta com o filtrado descartado.
O tubo-filtro foi colocado sob um novo tubo de coleta e se adicionaram 600 pl de
tampao de lavagem Sll. Foi realizada uma nova centrifugagdo por um minuto a
11.000 x g, o filtrado foi descartado e foi realizada outra centrifugagdo por um
minuto a 11.000 x g para terminar de remover o etanol residual. Finalmente o tubo-
filtro foi colocado em um tubo de eluicdo S e foram adicionados 200 ul de tampéo
de eluicdo S previamente aquecido a 56°C. Se dispensou diretamente o tampao
na membrana de silica, incubou-se por um minuto a temperatura ambiente, foi
realizada outra centrifugagdo por um minuto a 11.000 x g e obtido o DNA. O DNA
extraido foi armazenado a -20°C no freezer do Laboratério de Doencas
Parasitarias na Fiocruz do Rio de Janeiro.

e PCR para Diagnostico Molecular de Plasmodium sp.

Os DNAs extraidos foram inicialmente submetidos a PCR para a
confirmagéo do diagndstico de infecgao pelo Plasmodium spp. A técnica de PCR
aninhada (nested-PCR) baseia-se no protocolo previamente descrito por Snounou
com algumas modifica¢gdes (Snounou et al. 1993, Snounou 1996). Foi realizado um
primeiro ciclo de amplificacdo para a identificagdo de um fragmento género-
especifico (Quadro 4, 5 e 6), seguido de uma segunda amplificagdo de um
fragmento espécie-especifico (nested-PCR) (Quadro 7, 8 e 9). Nao se realizou

eletroforese entre a primeira e segunda PCR para evitar a contaminagao.
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Quadro 4.Iniciadores da primeira PCR para diagnéstico do Plasmodium spp.

Iniciadores Primeira Reagao

Iniciadores Sequéncia
rPlu5 5 CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3
rPlu6 5 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3’

Quadro 5.Mistura de reagentes da primeira PCR para diagndstico do Plasmodium spp.

Mix PCR Nested Diagnéstico-Primeira Reacéo

Reagente Concentragao/25 ul Volume(ul)

Tampao10x(Invitrogen®) 1x 2,5l
MgCl2 50 mM (Invitrogen®) 1,5 Mm 1,0 ul
dNTP 10 Mm 0,12 mM 1,5 ul
Iniciador Plu5 10 uyM 5pmol 0,6 pl
Iniciador Plu6 10 yM 5pmol 0,6 pl
Taq (Invitrogen®) 5U/ul 0,5U 0,1 ul
DNA 10-50ng 3l

H20 15,7 pl

Volume final 25 yl

Quadro 6.Perfil térmico da primeira reagdo de PCR para o diagndstico do Plasmodium
spp.

Perfil Térmico Primeira Reagao Plasmodium sp

Temperatura Tempo Ciclo
Desnaturacgao inicial 95°C 5 min 1
Desnaturacao 94°C 1 min
Anelamento 58°C 2 min 25
Extenséao 72°C 2 min
Extensao final 72°C 5 min 1
4°C

Quadro 7.Iniciadores da segunda reagéo de PCR diagnostica espécie-especifica para
Plasmodium spp.

Iniciadores Segunda Reacao PCR Diagnostica Espécie Especifica

Iniciadores Sequéncia

P. falciparum

rFAL1: 5 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3
rFAL2: 5ACACAATG-AACTCAATCATGACTACCCGTC-3

P. vivax
rviv1 5-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3’
rviv2 5ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3
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P. malariae

rMALA1 5-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3
rMAL2 5 AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAATTA TAC AAA-3

Quadro 8.Mistura de reagentes da segunda reagéo de PCR nested para diagnostico
espécie-especifica.

Mix PCR Nested Diagnostico espécie-especifica

Reagente Concentragao/25 pl Volume(ul)
Tampao10x (Invitrogen®) 1x 2,5l
MgCl 250mM (Invitrogen®) 1,5 mM 1 ul

dNTP mix 10Mm 0,12 mM 1,5 ul
Iniciador Fal1 10mM 240 mM 0,6 pl
Iniciador Fal2 10mM 240 mM 0,6 pl
Taq (Invitrogen®) 5U/ml 0,5U 0,1 pl

Produto da primeira PCR 1l
H20 17,7ul

Quadro 9.Perfil térmico da segunda reagao de PCR para diagndéstico espécie- especifica
de Plasmodium spp..

Perfil Térmico Segunda Reagao espécie-especifica

Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacgao inicial 95°C 5 min 1
Desnaturagédo 94°C 1 min
Anelamento 65°C 2 min 30
Extenséao 72°C 2 min
Extensao final 72°C 5 min 1
4°C

Todas as amostras positivas foram repetidas duas vezes para confirmagao do
resultado. Para a visualizagdo das bandas foram pipetados 5 microlitros do material
amplificado e 3 microlitros de tampao de amostra para a realizagdo de
eletroforeses em gel de agarose a 2%, e corrido em TBE 0,5X sob corrente de 90V,
utilizando um marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen). Os produtos de
PCR foram visualizados com brometo de etidio através de transiluminador UV. As
imagens dos géis foram obtidas através do programa QuantityOne para
confirmacéo da amplificagcdo, o tamanho das bandas esperadas foi de 120 pb para
o P. vivax, de 205 pb para o P. falciparum e de 144 pb para o P. malarie.
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4.5. Definicao de casos

Apos do exame de gota espessa e/ou os resultados da PCR os individuos
foram agrupados segundo a definigdo de casos, a saber:

¢ Malaria clinica. Definida como toda pessoa com gota espessa positiva para
qualquer uma das espécies do Plasmodium spp. com sintomatologia clinica
associada a doenca. Uma vez coletadas as informagdes e as amostras dos
pacientes, os pacientes foram tratados usando os esquemas preconizados pelo
Ministério de Saude do Brasil segundo a espécie parasitaria. Individuos que se
encontravam em periodo de incubacdo (determinado a posteriori), foram
analisados como pacientes com malaria clinica.

¢ Infecgdo assintomatica. Em 2008 no Brasil se formou o grupo de
“‘Consenso de Infeccdes Assintomaticas”. A definicdo de caso de “infeccao
assintomatica” adotado por este grupo para fins de pesquisa € “Pessoa sem
nenhum sintoma associado a malaria 30 dias antes e até 40 dias depois da coleta
de uma amostra com diagndstico parasitologico positivo para o Plasmodium spp.
sem ter sido tratada com medicamentos antimalaricos no periodo”. Esta definicao
€ a utilizada por nosso grupo de pesquisa em este trabalho. O acompanhamento
dos individuos assintomaticos era realizado através da base de dados do SIVEP-
Malaria e do livro de registro de casos positivos e tratamento de malaria das
comunidades de estudo.

e Infeccdo Oligossintomatica. A infeccdo foi definida como todos os
individuos positivos para qualquer uma das espécies do Plasmodium spp. na gota
espessa e/ou PCR que informaram ter sintomas como moleza, astenia, adinamia
e que nao tenham referido sintomas classicos de malaria como febre, calafrio,
diaforese 30 dias antes e 40 dias depois da coleta da amostra e que ndo tenham
tomado medicamentos antimalaricos no mesmo periodo. Posteriormente, para
facilitar as analises, esses individuos foram analisados junto com os individuos

assintomaticos.

4.6. Analise dos dados
Para as analises estatisticas foi construida uma base de dados na versao
7.0 do programa Epi Info (CDC Atlanta, software de uso livre). Foram realizadas
comparagdes entre a presenga/auséncia de individuos com malaria

clinica/infecgao assintomatica, visando encontrar possiveis associagcbes com as
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caracteristicas dos individuos. As variaveis explicativas utilizadas foram: Idade,
sexo, local provavel de infec¢cdo, data da infecgdo, mobilidade, migragao,
localidade de residéncia, historia pregressa de malaria e sintomas. As variaveis
respostas utilizadas foram: presenca de individuos com malaria, com infec¢ao
assintomatica ou infecgéo oligossintomatica pelo Plasmodium spp.

Foram realizadas analises uni e bivariadas. Foi usado o teste de x? para
determinar a presenca de associagdes entre variaveis categoricas, quando
necessario foi usado o teste exato de Fisher. Para as medidas continuas foram
usadas as medidas de tendéncia central e de dispersdo e em caso necessario foi
usado o teste t de Student para comparar as médias entre duas séries de dados
ou Anova quando existiam mais de duas séries de dados. Foi considerado como
estatisticamente significativo um valor de p< 0,05.

Mapas cartograficos de distribuicdo de malaria por polos base foram construidos
utilizando o software Arcgis 10.5.

4.7. Consideragdes Eticas

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Oswaldo Cruz (CEP- I0C) sob o numero de CAAE: 74999617.7.0000.5248
aprovado com o parecer numero 2.806.941 do 8 de agosto de 2018 (Anexo 6). Por
ter uma parte da pesquisa em area indigena, o projeto foi submetido também a
CONEP (Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa) sendo aprovado com o
parecer 2.666.109 maio de 2018 (anexo 7).

Para a pesquisa foi elaborado um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) para participantes maiores de 18 anos (Apéndice 1), e para os
responsaveis legais de menores de 18 anos (Apéndice 2). Também foram
elaborados termos de assentimento livre e esclarecido (TALE) segundo as faixas
etarias seguindo as recomendagdes do Comité de Etica em Pesquisa. No total
foram elaborados dois termos de assentimento: Termo de assentimento de 8-12
anos (Apéndice 3), Termo de assentimento de 13-17 anos (Apéndice 4).

Antes de iniciar a aplicagcao do questionario o TCLE ou o TALE foi lido e
uma vez esclarecidas todas as duvidas dos entrevistados foi solicitada a assinatura
ou impressao digital. Em caso de criangas, além do TALE, um responsavel legal

deveria assinar o TCLE autorizando a pesquisa.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo Retrospectivo.

Entre os anos de 2003 a 2018 foram confirmados no municipio de Atalaia
do Norte 50.097 casos de malaria, com uma média anual de 3.131%1.381
(mediana= 3.102) casos. Os anos com elevado numero de casos notificados foram
2012 (n=5.923; 11,8%), 2008 (n=4693; 9,3%), 2009 (n=4264; 8,5). Na distribuicao
dos casos de malaria observa-se um aumento no numero de casos entre 2005-
2008 com apice em 2008, seguida por uma redugdo em 2009-2011. No ano de
2012 observa-se um aumento no numero de casos que ndo se mantem no ano
seguinte, quando é registrado um declinio no numero de casos, com destaque para

o ano de 2017 com menos de 2000 casos notificados (Figura 10).

A média do IPA foi de 256,1(x119,7) casos por 1000 habitantes no periodo.
Em 2004 o IPA foi de 57,2 por 1000 habitantes com um importante aumento entre
2005 -2008 e diminui¢ao até o ano 2011 chegando a registros de 207 casos por
1000 habitantes. Em 2012 foi registrada um IPA de 413 casos por 1000 habitantes,
com reducdo nos anos de 2013 - 2018 (IPA 125,1). Apesar da diminui¢ao do IPA,
0 municipio permaneceu classificado como de alto risco epidemioldgico durante

todo o periodo do estudo (Figura 10).
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Figura 10.Distribuicdo anual dos casos de malaria autdctones, importados e o IPA no
municipio de Atalaia do Norte no periodo de 2003-2018.
Fonte: Sivep-Malaria 2019.
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Do total de casos notificados 44.581 (87.2%) foram casos autoctones e
6.514 (12,7%) foram casos importados de municipios brasileiros ou estrangeiros.
Entre os casos importados, 93.3% tiveram como local provavel de infecgao outros
estados brasileiros e o Peru, o pais que mais importa casos para 0 municipio, e
6,6% (n=430 casos) foram procedentes de outros municipios do Amazonas. Entre
2003-2018 houve muita flutuacédo na proporcéo de casos autéctones e importados
sendo que de 2003 a 2008 os casos autdctones foram 95,3% e entre 2009 até
2018 houve uma diminuicdo dos casos autoctones até 83,5% e aumento dos
importados até 16,4% (Figura 10).

Quanto aos casos autéctones registrados no periodo de estudo, 1.535 (3%)
casos ocorreram na area urbana e 43.046 (97%) casos na area rural sendo que
desses, 29.867 (60,7%) foram na area indigena e 13.179 (35,3%) na area rural ndo
indigena (Figura 11). No ano de 2004, 100% dos casos registrados no municipio
foram da area rural (371/371), sendo esta area responsavel, no periodo de estudo,
por mais de 92% dos casos notificados anualmente no municipio (Figura 11).

Na area indigena, o maior numero de casos foi registrado nos anos 2008
(n=3.523 casos), 2007 (n=2.924 casos) e 2012 (n= 2.800 casos). Entretanto, foi
observado que em 2003 a area rural n&do indigena superou o numero de
notificacdes da area indigena com um registro de 698 (74.1%) e 229 (24.3%) casos
respectivamente (Figura 11). A area rural indigena foi a responsavel por 69% dos
casos reportados no periodo de estudo, sendo que a média de casos da area rural
foi de 8241426 (mediana: 705) e da area indigena 1.866+896 (mediana: 1.750); no
entanto ao comparar essas medias n&o houve diferengas significativas (p=0,24).

Nos ultimos anos (2013-2018), houve redugao global dos casos de malaria
na area urbana e rural apesar das dificuldades do acesso e a amplitude geografica
que caracteriza este municipio para o controle da malaria. O maior destaque
ocorreu na area rural que apresentou uma reducédo de 32% em 2018 com 306
casos registrados, seguida pela area urbana com uma reducédo de 29.4% no
mesmo ano, com 24 casos de malaria registrados quando comparado com 2017
onde a area urbana registro (n=34) e a area rural (n=450). Porém, a malaria em
area indigena nao teve éxito no controle, com um aumento de casos de 12%

quando comparado com 2017.
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Figura 11. Distribuicdo de casos em area urbana, indigena e rural no periodo de estudo.
Fonte: Sivep-Malaria 2019.

Os dados da malaria na area indigena mostram dois comportamentos
diferentes. O primeiro compreendeu o periodo de 2003 a 2012 quando foi
registrado o maior numero de casos na area (n=20.342 casos), caracterizando
como periodo epidémico. Nesse periodo, o polo-base que mais casos notificou foi
o do Alto ltui com 4.662 casos (22.9%) seguido pelo polo Meio ltui com 3.495 casos
(19,3%). O Polo Meio Curuca foi o que menos casos registrou (n= 2.217
casos;10,8%). Ja o segundo comportamento comegou a partir de 2013 quando
foram registrados 9.525 casos, caracterizado como periodo pos-epidémico, sendo
o Polo Itacoai com 2.163 casos (22,7%), 0 que mais casos notificou, seguido do
polo Meio Javari com 1.818 (19%). O polo base que registrou o menor numero de
casos neste periodo foi o Polo Alto Curuga com 502 casos (5,2%) (Figura 12).

Comparando o numero de casos registrados nos polos bases entre 2003-
2012 (periodo epidémico) e 2013-2018, observou-se que o numero de casos nos
anos de 2003-2012 foi maior (3.763 + 2136 casos), em OpoOSiCA0 aos casos
registrados no periodo de 2013-2018 (1361 + 537 casos), com redugao
estatisticamente significativa de 2.402 casos (IC 95%, 239 a 4565, p= 0,03). A
analise do IPA comparando os dois periodos (2003-2012 e 2013-2018) mostrou
que em todos os poélos-base se apresentou IPA maior de 100 casos por 1000
habitantes. Ao comparar a IPA de cada um dos polos-base do periodo epidémico
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(2003-2012) e pos-epidémico (2013-2018) observou-se que o polo Alto Curuga
apresentou diferengas estatisticamente significativas (p=0,015) igual ao polo Alto
Itui (p=0,018) entre os dois periodos (Figura 12).
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Figura 12.Distribuicdo do numero de casos de malaria por polos bases nos periodo de
estudo. 2003-2012 e 2013-2018.
Fonte: Sivep-Malaria 2019. Elaboracao: Rafael dos santos Pereira, 2019.

No municipio de Atalaia do Norte casos de malaria sao registrados em todos
0os meses do ano, com aumento no numero de casos nos meses de dezembro-
maio. Durante o periodo de estudo foram contabilizados 61 picos epidémicos. No
periodo de 2003-2012 foram registrados 45 picos epidémicos, com 10 picos em
2012, ano epidémico com aumento do numero de casos além do esperado entre
0s meses de janeiro a agosto e de novembro a dezembro, com 7 picos em 2008 e
8 picos em 2003. No segundo periodo de 2013- 2018 foram registrados 16 picos
epidémicos, sendo trés picos em 2014, seis em 2015 e um em janeiro de 2016.

As epidemias no periodo epidémico e pds-epidémico se caracterizaram por
ser de curta duracdo com 1 a 4 meses epidémicos durante o ano, com excegao
para os anos de 2003 e 2012 (periodo epidémico) com ocorréncia de epidemias
de longa duragdo com 9 a 12 meses epidémicos. Nao houve registro de surtos
desde fevereiro de 2016 (Figura 13).
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Figura 13. Curva endémica de casos de malaria no municipio de Atalaia do Norte 2003-
2018.
Fonte: Sivep-Malaria 2019.

Quanto a espécie parasitaria, durante o periodo de estudo, 72% (n=36.109)
dos casos registrados no municipio de Atalaia do Norte foram pelo P. vivax, 25,8%
(n=12.947) pelo P. falciparum e 1,7% (n=771) foram de infeccdo mista por P.
falciparum e P. vivax. O P. vivax foi a espécie predominante durante todo o periodo,
com destaque no ano 2012 (n=4.502; 78%). O P. falciparum apresentou menor
prevaléncia no periodo estudado comparado ao P. vivax, e em 2004 se registrou o
menor numero de casos para esta espécie (n=100; 21%). Em 2006 o numero de
notificacao de casos pelo P. falciparum e P. vivax foi similar, 1.701 (48,2%) e 1.749
(49,5%) respectivamente (Figura 14).

Em 2003 a raz&o P. vivax:P.falciparum foi de 2 casos de P. vivax para cada
caso de P.falciparum. Ja em 2008 a razao aumentou para 9,4 casos de P. vivax
para cada caso de P. falciparum.

A média de numero de casos de P. falciparum no periodo epidémico foi de
984,2+512 (mediana=1.106) e no periodo pos-epidémico foi de 517,5£275
(mediana= 572), ndo houve diferenca estatisticamente significativas (p=0,16). A
media de numero de casos de P. vivax no periodo epidémico foi de 2.348+1238
(mediana= 2.239) e no periodo pds-epidémico de 2.105+496 (mediana= 2.024),
nao houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,16).
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Figura 14.Propor¢éo de casos por espécie parasitaria e proporgéo P. vivax.

Quanto a faixa etaria, a malaria afetou principalmente menores de 15 anos
(n=;55,6%), com destaque para as criangas menores de 5 anos de idade
(n=11.985; 40,5%) (Figura 15). A média anual de individuos menores de 15 anos
que adoeceram foi de 1.854+731,6 (mediana= 1.916) e para maiores de 15 anos
foi de 1.479+744 (mediana: 1.489). Ao comparar as médias observou-se que n&o
houve diferencas estatisticamente significativas ao longo do periodo estudado
(p=0,23). Com relacdo ao sexo, os homens foram os que mais adoeceram neste
periodo com 55,1% (n=29.148) dos casos reportados enquanto as mulheres
contribuiram com 44,9% (n=23.798) dos casos (Figura 16). A média anual de
homens com casos de malaria no periodo epidémico foi 1.808 £ 942 (mediana=
1.846) e no periodo pos-epidémico foi de 1.844 + 531 (mediana= 1.820), ao
comparar as médias ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas (p=0,16). Com relacdo as mulheres no periodo epidémico, a média
anual de mulheres com malaria foi de 1.483 £ 767 (mediana= 1.558) e no periodo
pos-epidémico foi de 1.495 £ 422 (mediana= 1.536), ao comparar as meédias nao

foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p=0,16).
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Figura 15. Casos de malaria e porcentagem de individuos por faixa etaria no periodo de
2003 - 2018.
fonte: Sivep-Malaria 2019.
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Figura 16.Casos de malaria e porcentagem de individuos por sexo no periodo de 2003 -
2018.
fonte: Sivep-Malaria 2019.
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5.2. Estudo seccional

Ao total foram incluidos 190 individuos moradores das comunidades de S&o
Luiz (n=148; 77,8%) e Boa Esperanga (n=42; 22,2%), sendo 100 (52,6%) do sexo
feminino e 90 (47,4%) do sexo masculino. Dos 190 participantes, 109 (57,4%)
foram recrutados no primeiro estudo seccional na estagao da seca e 81 (42,6%)
na estagdo das chuvas, sendo que 44 (23,2%) individuos participaram tanto do
primeiro quanto do segundo grupo. Destes individuos a média de idade (xDP) dos
participantes foi de 23,4 + 19,6 (mediana=17), com uma variabilidade na idade de
2 a 79 anos. A média de idade das mulheres foi de 22,6 + 19,0 (mediana=17) e
dos homens de 24,2 + 20,4 (mediana=18,5), ndo houve diferenca estatisticamente

significativas entre a idade meédia dos dois grupos (p=0,5) (Figura 17).
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Figura 17.Média da idade classificada por sexo dos individuos que participaram do
estudo.
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Na tabela 1, pode se observar os principais dados demograficos desses
individuos.

Tabela 1.Informagdes demograficas dos participantes do estudo.

Variavel Numero Percentual
Numero de individuos 190 100%
Sexo (F/M) 100/90 52,6% / 47,4%
Média de idade 23,4 2-79'
'Faixas etarias

2a10 72 37,9%
11a20 37 19,5%
21-30 23 12,1%
31a40 24 12,6%
41 a 50 11 5,8%
51 a 60 12 6,3%
61a70 4 2,1%
71a80 7 3,7%
Localidade

Boa Esperanca 42 22,1%
S3&o Luiz 148 77,9%
Ocupacao

Estudante 82 43,2%
Agricultura 65 34,2%
Menores* 21 11,0%
Domeésticas 10 5,3%
Professores 4 2,1%
AISAN** 2 1,1%
Pescador 2 1,1%
Coordenador do Povo 1

Kanamari 0,5%
FUNAI***- cacique 1 0,5%
Madeireiro 1 0,5%
Microscopista 1 0,5%

'idade minima e méaxima dos participantes

Menores*: criangas que nao assistiam a escola

“*AISAN: Agentes Indigenas de Saneamento. ***FUNAI: Fundagdo Nacional do indio
'Faixa etaria.

Ao analisar os dados dos individuos participantes por faixa etaria, 37,9%,
(72/190) estavam na faixa entre 2-10 anos, seguido de 19,5% (37/190) na faixa
entre 11- 20 anos. A faixa que menos esteve representada foi de 61 - 70 anos com
4 participantes (2,1%) seguida pela faixa de 71 - 80 anos com 7 participantes
(3,7%) (Figura 18).
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Figura 18.Piramide populacional dos individuos do estudo por faixa etaria e sexo.

Quanto as principais ocupagoes, 43,2% (82/190) eram estudantes, 34,2%
(65/190) exerciam atividades agricolas de subsisténcia, 5,3% eram domésticas
(10/190) e 2,1% eram professores (4/190) (Tabela 1).

Quanto ao municipio de nascimento, 87,9% (n= 167) sao originarios de
Atalaia do Norte (AM), 6,8% (n=13) do municipio de Benjamin Constant (AM),
2,1%(n=4) do Peru e Tabatinga (AM) 2,1% (n=4) Sao Paulo de Olivenga (AM)1,1%
(n=2) (Figura 19).
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Figura 19.Municipios de nascimento dos participantes do estudo por municipio.

A tabela 2 apresenta discriminadamente as localidades de cada um dos
municipios e as localidades do Peru onde nasceram as pessoas participantes da
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pesquisa. A maioria dos participantes nasceram na aldeia Sdo Luiz com 53%
(n=123/190), na sede do municipio de Atalaia do Norte com 7,3% (n=17/190), no
municipio de Benjamin Constant com 6,4% (n= 15/190) e a comunidade de Boa
Esperanga 5,6% (n=13/190).

Tabela 2.Numero de participantes por localidade de nascimento.
Localidades NiUmero de Participantes Percentual %
Area rural do municipio de Atalaia do Norte
Aldeia Sao Luiz
Boa Esperanca
Massapé
Irari
Rio Yurua
Igarapé Irari
Lago Tambaqui
Rio Curuca
Rio Pardo
Aldeia Bananeira
Aldeia Cedro
Barra Caozinho
Comunidade de Caxias
Comunidade Soco
Igarapé Pedia
Lago Pelo Javari

51,6

VOO0 PO ~AA AL
FNNS, IS, WS, e, IS, WS, e, S, I, W) RN, RNEGEENNIENY] ) REEN

Rio ltacoai ,
Rio ltui )
Terrinha ,
Tipisca no Rio Curuga ;
Zacambu ,
Area urbana Municipio 16 ,
Atalaia do Norte

Area urbana Benjamin 13 6,8
Constant

Area urbana Tabatinga 4 2,0
Area urbana Sao Paulo de 2 1,5
Olivenga

**Catamarca-Peru 1 0,5
**Macau-Peru 1 0,5
**Santa Rosa-Peru 1 0,5
**Pucalpa-Peru 1 0,5
Total 190 100

**]ocalidade do Peru

Quanto a mobilidade, 74,7% (142/190) dos individuos participantes da
pesquisa moravam ha mais de cinco anos nas comunidades de Boa Esperanca e
Séo Luiz e 25,2% (48/190) tinha menos de cinco anos morando nas comunidades.

Com relacédo a mobilidade dos participantes fora do estado do Amazonas, 97,3%
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(185/190) ndo haviam viajado nunca para fora do Estado e s6 2,6% (5/190) havia
saido da regido para o Peru, mas sao as mesmas que tem como lugar de

nascimento esse pais.

5.2.1. Antecedentes de Malaria

Dos 190 individuos, 88,9% (169/190) referiram ter tido malaria pelo menos
uma vez na vida, 10,5% (20/190) informaram n&o ter apresentado nunca a doenga
e uma pessoa (0,5%) ndo lembrava se teve malaria no passado. Entre os
individuos com historico de malaria prévia, a média de episodios anteriores foi de
3,08 £ 3,2 (mediana: 2), sendo que o numero minimo de infec¢gdes anteriores foi
de um e o maximo de 20. Do total de individuos, 60,5% (115/190) informaram ter
apresentado entre dois e sete episddios de malaria, 21,1% (40/190) um episddio
prévio, 11,1% (21/190) nunca tiveram malaria e 7,3% (14/190) mais de sete
episodios. Entre as mulheres, 87% (87/100) reportaram malaria previamente, 12%
(12/100) reportaram nao ter apresentado malaria prévia e uma (1%) nao lembrava
ter apresentado a doenca. A média de episddios anteriores das mulheres foi de 2,4
+ 2,5 (mediana 2). Entre os homens 91,1% (82/90) reportaram ter tido malaria
antes do estudo e 8,9% (8/90) ndo apresentaram malaria, sendo que a média de
episodios prévios foi de 3,8 + 3,7 (mediana 3) (Figura 20). Ao comparar as médias
de episodios prévios foram identificadas diferengas estatisticamente significativas
(p=0.004).
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Figura 20. Média de episodios prévios de malaria nos individuos segundo o género.
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A tabela 3, mostra os fatores demograficos avaliados: faixa etaria,
localidade de residéncia e ocupacéo relacionados com antecedentes de malaria.
Foi observado que os individuos que apresentaram antecedentes de malaria prévia
estavam na faixa de 2 a 10 anos (n= 61 individuos) e a faixa que menos individuos
apresentaram casos prévios de malaria foram os de 61 a 70 (n= 4 individuos); um
dos participantes nao sabia se ja tinha apresentado malaria. Ao comparar as faixas
etarias com os antecedentes de malaria ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas.

Com relagao as localidades de residéncia, 132 individuos da comunidade
de S&o Luiz e 37 da comunidade de Boa Esperancga relataram ja ter tido malaria
uma vez na sua vida. Ao comparar as localidades de residéncia com antecedentes
de malaria ndo se encontraram diferengas estatisticamente significativas (p=0,17).
Com relagédo a ocupacéo foi observado que os menores (criangas de 2-10 anos)
foram os que apresentaram mais casos de malarias prévias, e ao comparar esta
variavel com os antecedentes de malaria foram identificadas diferencas

estatisticamente significativas ((p=0,02))

Tabela 3.Correlagao entre antecedentes de malaria pregressa e aspectos demograficos
dos participantes do estudo.

Antecedentes de malaria prévia

Sim Nao Nao sabe Total Valor de p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Faixa etaria
2a10 61 (84,9) 10 (13,8) 1(1,3) 72 (100) 1
11a20 31(83,8) 6 (16,2) 0 37 (100) 0,77
21a30 22 (95,7) 1(4,3) 0 23 (100) 0,21
31a40 22 (91,7) 2 (8,3) 0 24 (100) 0,47
41 a50 11 (100) 0 0 11 (100) 0,18
51a60 11 (91,7) 1(8,3) 0 12 (100) 0,58
61a70 4 (100) 0 0 4 (100) 0,42
71a80 7 (100) 0 0 7 (100) 0,29
Total 169 20 1 190 (100)
Localidade de Residéncia
Sao Luiz 132 (89,1) 0 16 (10,9) 148 (100) 0,17
Boa Esperanca 37(88,1) 1(2,4) 4 (9,5) 42 (100)
Ocupagao
Estudante 73 (89) 1(1,2) 8(9,8) 82 (100)
Agricultura 61 (93,8) 0 4 (6,2) 65 (100) 0,41
Menores 15(71,4) 0 6 (28,6) 21 (100) 0,02
Domestica 8 (80) 0 2(20) 10(100) 0,33
Professor 4 (100) 0 0 4(100) 0,51
AISAN 2 (100) 0 0 2 (100) 0,64
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Pescador 2 (100) 0 0 2(100) 0,64
Coordenador Do Povo 1(100) 0 0 1(100) 0,74
Kanamari

FUNAI Cacique 1(100) 0 0 1(100) 0,74
Madeireiro 1 (100) 0 0 1 (100) 0,74
Microscopista 1(100) 0 0 1(100) 0,74

Ao comparar o numero de episodios prévios de malaria com o sexo se
observou que os homens foram os que mais apresentaram episddios de malaria;
dos quais, 12 (13,3%) homens apresentaram mais de sete episddios de malaria.
Comparado com as mulheres, os homens tiveram uma chance 7,5 (IC95%: 1,6-
34,7), vezes maior de ter tido mais de 7 episodios de malaria, sendo essa diferencga
estatisticamente significativa (p=0,006). Por outro lado, ndo foram encontradas

diferencas entre os homens e mulheres que nunca tiveram malaria (Tabela 4).

Tabela 4.Numero de episodios prévios de malaria por sexo.

Sexo
Numero de Feminino Masculino Total Valor
episodios prévios de p
de maldria n (%) n (%) n (%)
Nunca 13 (13) 8 (9) 21 (11,1) 1
1 malaria 27 (27) 13 (14,4) 40 (21,1) 0,77
2-7 malarias 58 (58) 57 (63,3) 115 (60,5) 0,33
> 7 malarias 2(2) 12 (13,3) 14 (7,3) 0,006
Total 100 90 190 (100)

Com relagao a idade, foi observado que os individuos com 15 ou mais anos
apresentaram maior numero de episodios de malaria, sendo que 6,8%, (13/106)
apresentaram mais de sete episodios prévios de malaria; ao comparar esse grupo
etario com criangas menores de 15 anos foram observadas diferencas

estatisticamente significativas (p=0,001) (tabela 5).

Tabela 5.Numero de episodios prévios de malaria por idade.

Idade
NiUmero de episédios 2= 15 anos <15 anos Total Valor
prévios de malaria. de p
n (%) n (%) n (%)
Nunca 8 (7,5) 13 (15,5) 21(11,1) 1
1 malaria 20 (18,9) 20 (23,8) 40 (21,1) 0,42
2-7 malarias 65 (61,3) 50 (59,5) 115 (60,5) 0,15
> 7 malarias 13 (12,3) 1(1,2) 14 (7,3) 0,001
Total 106 84 190 (100)
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5.2.2. Infecgao por Plasmodium spp. e estado clinico

Durante a primeira coleta (estacdo seca) no més de agosto de 2018 foram
estudados 109 individuos, dos quais 4,6%, (5/109) foram positivos na gota espessa
para P. vivax e 17,4%, (19/109) positivas para P. vivax na PCR no laboratério.
Todos os individuos positivos na gota espessa também foram positivos na PCR. A
prevaléncia de malaria diagnosticada pela gota espessa na comunidade de Boa
Esperanca foi de zero e na comunidade de S&o Luiz foi de 6,4% enquanto que a
prevaléncia da infec¢ao malarica usando a PCR em Boa Esperancga foi de zero e
em Sao Luiz de 24,4%. Todas as infec¢des registradas nesta coleta foram
causadas pelo P. vivax (Tabela 6). Na seguinte coleta, que ocorreu no més de maio
de 2019 na estagdo das chuvas, se coletaram 81 amostras de individuos
participantes. Como resultado foram encontrados trés pacientes 3/81 (3,7%) com
malaria durante o trabalho de campo com gota espessa positiva para P. vivax e
21/81 (25,9%) individuos foram positivos na PCR. A prevaléncia de malaria
diagnosticada pela gota espessa foi de zero na comunidade de Boa Esperanca e
4,2% na comunidade de sdo Luiz enquanto que pela PCR a prevaléncia da
infeccao plasmodial na comunidade de Boa Esperanca foi de 18,2% e em Sao Luiz
30% (tabela 6). Na estacdo seca, a PCR conseguiu detectar 3,8 vezes mais
infecgbes que a gota espessa e durante a estagdo das chuvas, a PCR detectou
7,6 mais infec¢des que a gota espessa.

Tabela 6.Casos de malaria diagnosticados por Microscopia e PCR e prevaléncia de
malaria nas localidades de coleta.

Localidade Teste n nneg P.f P.v Inf. Prevalencia
diagnéstico Mis %
Boa Esperanga
Estacao G.E. 31 31 0 0 0 0 (0)
seca PCR 31 31 0 0 0 0 (0)
Estacao G.E. 11 11 0 0 0 0 (0)
das chuvas PCR 11 9 1 1 0 2 (18,2%)
Sao Luiz
Estacao G.E. 78 73 0 5 0 5 (6,4%)
seca PCR 78 59 0 19 0 19 (24,4%)
Estacao das G.E. 70 67 0 3 0 3 (4,2%)
chuvas PCR 70 49 0 21 0 21(30%)

n= numero de individuos, n neg= numero de individuos negativos no test. P.f= numero de
individuos positivos para infecgéao pelo P. falciparum, P.v= niUmero de pacientes positivos
para infecgao pelo P. vivax e Inf. Mis= numero de pacientes com infecgdes mistas (P.
vivax/P. falciparum)

* Todos os individuos com gota espessa positiva foram positivos na PCR.
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Na primeira coleta 10/109 (9,2%) pacientes ndo apresentaram sintomas 30
dias antes da coleta das amostras e continuaram sem apresentar sintomas 40 dias
depois, 5/109 (4,5%) foram oligossintomaticos, 3/109 (2,8%) foram diagnosticados
com malaria durante o trabalho de campo com gota espessa positiva e 1/109
(0,9%) individuo foi diagnosticado com malaria com gota espessa positiva na
comunidade apds a coleta das amostras, mostrando que se encontrava em periodo
de incubacdo. Na segunda coleta 12/81 (14,8%) dos pacientes continuaram sem
apresentar sintomas 40 dias depois da coleta das amostras, 8/81 (9,9%) foram
oligossintomaticos, 2/81 (2,5%) foram sintomaticos durante a coleta de amostras e
1/81 (1,2%) nos seguintes dias foi diagnosticado como positivo pela gota espessa
na comunidade com apresentagdo de sintomas (paciente em periodo de
incubagdo). Na tabela 7 se descreve o numero de casos e a prevaléncia de
infecgcdes assintomaticas e sintomaticas pelo Plasmodium spp. Dois individuos
foram assintomaticos na estagdo seca e na estacdo das chuvas. Essas duas
pessoas eram moradores da aldeia Sdo Luiz, do sexo masculino e feminino e
maiores de 15 anos.

Tabela 7.Numero de casos e prevaléncia de infeccdo Assintomatica e sintomatica pelo
Plasmodium spp.

Localidade n P. falciparum P. vivax Total prevaléncia (%)
S+ S- S+ S- S+ S-
Boa Estacdo 31 0 0 0 0 0 (0) 0 (0)
Esperanca seca
Estacado 11 0 1* 0 1 0 (0) 2(18,1%)
das
chuvas
Sao Luiz Estacdo 78 0 0 4** 15 4(5,1%) 15(19,2)
seca
Estacgo 70 0 0 3** 18" 3(4,2%) 18 (25,7%)
das
chuvas

n= Numero de pacientes, S+=Numero de pacientes sintomaticos e S-= Numero de
pacientes assintomaticos

*Pacientes oligossintomaticos e assintomaticos foram analisados juntos

**Pacientes em periodo de incubagéao e sintomaticos foram catalogados como individuos
com malaria.

O estado clinico dos individuos com relagdo ao sexo, idade, localidade de
residéncia, ocupacio, antecedentes de malaria e sazonalidade foram descritas na
tabela 8. Todos os pacientes com malaria foram criangas menores de 15 anos; ao
relacionar a idade com o estado clinico dos pacientes foram encontradas
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diferencas estatisticamente significativas (p=0,0004). A meédia de idade de
pacientes com malaria (individuos em periodo de incubagéo e sintomaticos) foi de
45 + 24
(oligossintomaticos e assintomaticos) foi de 26,8 + 16,8 (mediana 23). Ao comparar

(mediana 3) e de individuos com infeccdo assintomatica
essas médias foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p=0,0001), ao igual que ao comparar o estado clinico com o fato de ser menores

(ocupagao) (p=0,007).

Tabela 8.Estado clinico dos pacientes segundo variaveis demograficas, malaria
pregressa e sazonalidade.

Variaveis Categorias n Sintomatico Assintomatico  Total Valor
n (%) n (%) n (%) de p
Sexo Feminino 100 2 (5) 21(21) 23 (23) 0,21
Masculino 90 5 (5,6) 14 (15,5) 19
(21,1)
Idade 215 anos 106 0 26 (24,5) 26 0,0004
(24,5)
<15 anos 84 7 (8,3) 9 (10,7) 16 (19)
Localidade de Boa 42 0 2 (5) 2 (5) 1,00
Residéncia Esperanca
Séo Luiz 148 7(4,7) 33 (22,2) 40 (27)
Ocupacgao Estudante 82 3(3,6) 13 (15,8) 16 (20) 1
Agricultura 65 0 18 (27,7) 18 0,09
(24,6)
Menores 21 4 (19) 0 4 (19) 0,007
Domeéstica 10 0 3 (30) 3 (30) 1,00
Madeireiro 4 0 1(25) 1(25) 1,00
Numero de Nunca 21 2 (9,5) 2 (9,5) 4 (19) 1
malarias 1 malaria 40 2 (5) 10 (25) 12 (30) 0,24
prévias 2-7 malarias 115 3(2,6) 21 (18,2) 24(20,8 0,13
)
> 7 malarias 14 0 2(14,3) 2(14,3) 0,46
Sazonalidade  Estacao 109 4 (3,6) 15 (13,7) 19 0,68
seca (17,4)
Estacao 81 3(3,7) 20 (24,7) 23
das chuvas (28,3)

Entre os 190 individuos, 42 foram positivos para infeccdo causada pelo
Plasmodium spp. Desses 42 individuos, 19 (17,4%) foram positivos na estacao
seca na aldeia Sao Luiz, 21 (%) foram positivos na estagdo chuvosa na aldeia Séo
Luiz e 2 foram positivos na estacdo chuvosa na comunidade Boa Esperanca. Na
aldeia S&o Luiz, dois (4,7%) individuos, um homem e uma mulher, maiores de 15
anos, foram positivos tanto na primeira estagdo como na segunda, identificando-
se as mesmas definicdes de casos tanto na estacdo seca como na estacao das

chuvas. Nesse caso nao foi possivel se ter certeza se era uma nova infecgcéo ou a
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mesma, precisamos de estudos de microssatélites ou sequenciamento para definir

isto.

5.2.3. Quadro Clinico

Os sintomas mais comuns que apresentaram os sete pacientes
sintomaticos foram: febre e dor de cabeca, sendo que a febre esteve presente em
6 dos 7 pacientes e a dor de cabeca em 4 de 7 (Figura 21).
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Figura 21.Sintomas registrados nos pacientes sintomaticos.
n: numero de identificagdo do paciente

Entre os 13 individuos oligossintomaticos, o sintoma mais comum foi a dor
de cabeca presente em 12 de 13 pacientes; ndo houve registros de pacientes com
febre (Figura 22).
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Figura 22.Sintomas registrados nos pacientes oligossintomaticos.
n: niumero de identificagdo do paciente
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5.2.4. Infecgao Assintomatica

No total foram identificados 35/190 (18,4%) individuos assintomaticos,
sendo que 15/35 (42,9%) foram identificados na estag&o seca e 20/35 (57,1%) na
estacdo das chuvas. A média de idade dos pacientes assintomaticos foi de
26,8+16,8 (mediana=23) com uma variabilidade na idade de 5 a 62 anos. A média
de idade das mulheres foi de 25,8+17,1 (mediana=21) e dos homens de 28,517 1
(mediana=28); nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
entre estes dois grupos (p=0,66). Na tabela podem se observar os principais dados
demograficos analisados dos pacientes assintomaticos (Tabela 9).

Tabela 9.Informagdes demograficas dos pacientes assintomaticos.

Variavel Numero Porcentagem
Nimero de pacientes 35 18,4%
assintomaticos

Sexo (F/M) 21/14 60% / 30%
Média de idade 26,8 5-62
Faixas etarias

1a10 7 20%
11a20 6 17,1%
21 -30 8 22.9%
31a40 8 22,9%
41 a50 1 2,9%
51a60 3 8,5%
61a70 2 5,7%
Localidade

Boa Esperanga 2 5,8%
Sao Luiz 33 94,2%
Ocupacgao

Agricultura 18 51,4%
Estudante 13 37,1%
Domésticas 3 8,6%
Madeireiro 1 2,9%

A média de idade das mulheres assintomaticas foi de 25,8+17,0
(mediana=21) e dos homes 28,5+17,1 (mediana=28) ao comparar as médias n&o
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas (p=0,44). Dos
assintomaticos 33/35 (94,2%) ja tinham apresentado malaria previamente, apenas
2/35 (5,8%) n&o tinham registros de malaria pregressa. Entre os individuos com
historico de malaria prévia, a média de episodios foi de 2,6+2,2 (mediana=2) sendo
gque o numero minimo de infec¢cdes anteriores foi de um e maximo de 10. Duas
(5,8%) pessoas relataram nunca ter tido malaria, 10 (28,5%) tiveram uma malaria
pregressa, 21 (60%) relataram entre 2 -7 episodios prévios e 2 (5,7%) mais de sete

malarias. Entre as mulheres 19/21 (90,5%) reportaram malaria previamente, 2/21
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(9,5%) reportaram nao ter apresentado casos de malaria prévia. A média de
episodios anteriores das mulheres foi de 2+1,5 (mediana=2). Entre os homens
14/14 (100%) reportaram ter tido malaria antes do estudo, a média de episddios
prévios foi de 3,7+2,9 (mediana=2,5). Estas diferengas foram estatisticamente

significativas (p=0.03) (Figura 23).

[72] -

S 15

>

[+}]

| .

Qo

3 10- .

=

(o] [ ]

R ™

Q. °

z 5 .

o] L4 e ee—

) o000 [ ]

= —rrteer— Y
2000000 00

0 4 T

Femenino Masculino

Figura 23.Média de episodios prévios de pacientes assintomaticos segundo o género.

5.2.5. Parasitemia

Dos 190 pacientes participantes do estudo 42 (22,1%) apresentaram
infeccao pelo Plasmodium spp. Sendo que 41/42 foram pela espécie P. vivax
(97,6%) e 1/42 por P. falciparum (2,3%). Nos pacientes infetados pelo P. vivax
22/41 (53,6%) foram do sexo feminino e 19/41 (46,3%) do masculino; a infec¢ao
por P. falciparum foi registrada em uma mulher. Entre os pacientes com infecgéo
causada pelo P. vivax 25/41 (60,9%) foram 215 anos e 16/41 (39,1%) foram
menores de 15 anos. A infecgéo por P. falciparum foi registrada em um individuo
(2,3%, 1/42) com 15 ou mais anos.

Com relacdo a ocupacao dos individuos infetados por P. vivax foi observado
que 17/41 (41,4%) se dedicavam a agricultura e 16/41 (39%) eram estudantes. O
individuo positivo para a espécie P. falciparum tinha como ocupagédo a agricultura
(Figura 24).
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Figura 24.Numero de casos por espécie parasitaria segundo a ocupagdo dos
participantes.

Entre os casos causados pelo P. vivax 39/41 (95,1%) foram registrados em
pacientes da comunidade de Sdo Luiz e um (2,4%) na comunidade de Boa
Esperanga. O caso de P. falciparum foi registrado na comunidade de Boa
Esperanca.

Nas figuras 25, 26 e 27 se pode observar os resultados da PCR dos
pacientes positivos para P. vivax e na figura 20 o resultado para a o paciente
positivo para P. falciparum.

MCP1 2 34 5678 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 25. Gel de agarose 2% com as amostras positivas para P. vivax.
M: marcador, CP: controle positivo P.vivax, NUmeros: amostras.
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Figura 26. Gel de agarose 2% resultados positivas para P. vivax.
M: marcador, NUmeros: amostras

M CPV 39 CNCPF 1

Figura 27.Gel de agarose 2% resultados positivos para P. vivax e P. falciparum.
M: marcador, CPV: controle positivo P. vivax, CN: controle negativo, CPF: controle
positivo P. falciparum, NUmeros: amostras
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6. DISCUSSAO

O municipio de Atalaia do Norte € um dos municipios com maior incidéncia
de malaria no Brasil (Braz & Barcellos 2018, Sivep-Malaria 2019). Caracteriza-se
por ser uma area altamente endémica para malaria, tendo todas as condi¢coes
geograficas, ambientais, culturais e politicas para o desenvolvimento do mosquito
vetor e da doenca (Marcano et al. 2004, Braz et al. 2014). Apesar da alta
receptividade do territério, o municipio segue em busca da redugdo da morbi-
mortalidade por malaria principalmente nas areas indigenas através de campanhas
e agdes envolvendo n&o apenas o setor saude (Braz e Barcellos 2018).

Na Amazdnia o controle da malaria depende principalmente da deteccao
oportuna dos casos e do tratamento adequado. Comunidades sem acesso a
servigos de saude adequados sdo mais vulneraveis a ocorréncia da doenga como
€ 0 caso das comunidades da terra indigena do Vale do Javari. Nessas areas a
malaria ao longo dos anos vém apresentando elevado numero de casos no estado
do Amazonas (Sivep-Malaria 2019). Em 1993, a Fundagédo Nacional de Saude
(FNS) reportou elevado numero de obitos numa populacao indigena localizada na
regido do Vale do Javari. Inicialmente a causa dos 6bitos foi atribuida a hepatite B,
endémica na regido. Porém uma pesquisa epidemioldgica, conduzida por Sampaio
et al. (1996), demostrou que a malaria era a principal causa de morbi-mortalidade
nessa populagédo. A presengca de médicos sem fronteira na década de 1990 no
municipio, contribui para o desenvolvimento de atividades voltadas para a ajuda
humanitaria, tentando conter a epidemia na regido (MSF 1996). Atualmente com o
surgimento de resisténcia a medicamentos e inseticidas, juntamente com o
aparecimento de infecgdes assintomaticas e a falta de uma vacina, além da
proposta da eliminagdo da doenga, a caracterizagdo da epidemiologia da malaria
em areas endémicas é uma necessidade (World Health Organization 2015a).

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenga de casos de malaria e/o
infeccao assintomatica por Plasmodium spp. nos habitantes do municipio de
Atalaia do Norte e determinar os principais determinantes associados.

Quase todas as infec¢des no Brasil séo identificadas através da busca ativa
e passiva de casos. A limitagado desses métodos € que as infec¢cdes assintomaticas
e sintomaticas afebris podem passar despercebida e ndo serem tratadas. Em

nosso estudo o meétodo de diagnostico por gota espessa foi menos sensivel
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comparado ao PCR para a determinacdo da prevaléncia de malaria nas
populacdes indigenas e principalmente nas populagdes néo indigenas. Um estudo
desenvolvido por Alves et al. (2002) demostrou que o PCR foi mais sensivel para
a deteccdo de casos do que a gota espessa nas comunidades ribeirinha de
Portochuelo em Rondbnia (microscopia = 3,2% e PCR = 21,3%) e Ji-parana em
Rondénia (microscopia = 16,8%, PCR 64,8%). Estudos desenvolvidos na Colémbia
por Cucunuba et al. (2008) também mostraram que a PCR foi mais sensivel com
uma deteccédo de 16,5% contra 11,3% de ldminas detectada pela gota espessa.
No trabalho desenvolvido na Amazénia Peruana utilizando técnicas moleculares
como a gqPCR foi possivel detectar sete vezes mais infecgdes causada pelo P.
vivax do que a microscopia (Carrasco-Escobar et al. 2017). A PCR utilizada em
nosso estudo ndo € um método ultrassensivel, mas segundo a literatura disponivel
o limite de deteccdo € de seis parasito/uL de sangue podendo indicar que os
pacientes detectados tém uma grande probabilidade de infetar os vetores e
transmitir a doenca (Vasoo & Pritt 2013, Cook et al. 2015). A microscopia € a
técnica padréao ouro para o diagnostico da malaria, porém sua sensibilidade para
detectar infecgdes assintomaticas é muito baixa (Miguel et al. 2019). E muito
importante ter em conta que a medida que a prevaléncia da doencga vai diminuindo
nas areas endémicas, a gota espessa vai perdendo utilidade, e com o tempo as
infecgbes assintomaticas tendem a aumentar e ndo sdo detectadas por essa
técnica (Bousema et al. 2014, Chen et al. 2016). Ha portanto, necessidade de
novas técnicas para revelar a presencga de portadores de malaria, como técnicas
mais sensiveis de diagndstico para detectar individuos assintomaticos.

No nosso estudo seccional, a prevaléncia de malaria na comunidade
indigena Aldeia Sao Luiz foi maior que na localidade nao indigena. Esses achados
corroboram com os resultados do estudo retrospectivo, onde a area indigena foi a
responsavel por 60,7% dos casos do municipio, podendo estar associada a fatores
como dificuldade de acesso aos servigcos de saude, baixa adesao ao tratamento,
presencga de infecgbes assintomaticas e modificagbes ambientais (Sa et al. 2005,
Almeida et al. 2018, Carrera et al. 2019). Estudos realizados em populagdes
indigenas das etnias Arara, Kayap6 e Parakana no Brasil (De Arruda et al. 1989,
Martins & Menezes 1994, Grenfell et al. 2008), indigenas do Javari (Sampaio et al.
1996), etnias da reserva Xingu em Mato Grosso (Burattini et al. 1993), e Yanomami
na fronteira venezuelana- Brasil (Marcano et al. 2004, Grenfell et al. 2008, Cabral
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et al. 2010) mostraram a presenca da malaria e a vulnerabilidade da populagéo
indigena diante desta doenga. Embora a situagdo de malaria no rio Javari tenha
melhorado nos ultimos trés anos, a imensidade da area geografica, dificuldade do
acesso, a falta de combustivel, transporte, medicamentos e de equipes de atencao
basica sdo uma das principais dificuldades nestas areas. Também Marcano et al.
(2004) trabalhando na fronteira entre a Venezuela e o Brasil identificou uma
prevaléncia de malaria de 16% em indigenas Yanomami que habitavam na
Amazonia venezuelana e 40,6% nos Yanomami de Mucajai no estado de Roraima,
Brasil. Esse resultado mostra a importancia de se estudar a microepidemiologia
da doenca, mesmo sendo localidades aparentemente préximas, a malaria possui
prevaléncias bem diferentes.

Nas areas indigenas existem diferentes polos-bases para atencdo de
saude, porém, nao oferecem a resposta adequada para a populagao indigena da
area. Nos ultimos anos, o DSEI-VJ tem aumentado o numero de polos-base assim
como as equipes multiprofissionais e consequentemente o numero de atendimento
aos casos de malaria. Como resultado dessa estruturagdo tem se observado
reducdo no numero de casos nas areas indigenas, de fato desde o primeiro
semestre de 2016 nao foram detectados novos surtos, dados reportados no estudo
retrospectivo.

Nas localidades alvo dos estudos seccionais no municipio de Atalaia do
Norte, as infecgbes pelo P. vivax foram mais predominantes que as infec¢des pelo
P. falciparum, conservando o padrao apresentado no periodo de estudo na analise
retrospectiva. Estes dados corroboram com estudos realizados na Amazbnia
brasileira (Alves et al. 2002, Marcano et al. 2004, Suarez-Mutis & Coura 2007,
Almeida et al. 2018) e Peruana (Carrasco-Escobar et al. 2017, Rovira-Vallbona et
al. 2017) onde o P. vivax foi a espécie mais prevalente. Uma das razdes da
prevaléncia do P. vivax pode estar associada a fase hepatica latente, denominada
hipnozoita, que pode gerar recaidas tardias formando um reservatorio de parasitos
transmissiveis por intervalos longos de tempo (Bousema & Drakeley 2011, White
2011, Battle et al. 2014). Esta espécie possui facilidade de se desenvolver em
climas temperados e tropicais (Rosas-Aguirre et al. 2013), uma vez que o0s
gametdcitos do P. vivax se multiplicam mais rapidamente que os P. falciparum na
corrente sanguinea (Garnham 1966, McCarthy et al. 2013). Outro fator é a baixa

adesao da populagdo pelo uso prolongado (7-14 dias) para o tratamento das
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formas hepaticas latente do P. vivax, ocasionando o abandono do tratamento
(Ministério da Saude 2019b).

A reducdo do numero de casos de P. falciparum nos ultimos 16 anos no
municipio de Atalaia do Norte pode estar diretamente relacionada com a introdugao
de terapias combinadas de artemisinina para o tratamento da malaria por esta
espécie (Oliveira-Ferreira et al. 2010). O programa de controle da malaria no Brasil
com vista a redugédo da malaria tem investido desde 2000 na distribuigdo em larga
escala de medicamentos, na busca ativa de casos, no diagndéstico rapido e
tratamento oportuno dentre outras medidas preconizadas pela Organizagéo
Mundial da Saude (Ministerio da Saude 2003).

Com relagdo a variavel “sexo” o estudo retrospectivo mostrou que no
periodo analisado os homens (55,1%) adoeceram mais que as mulheres (44,9%),
dados que corroboram com os resultados do estudo seccional em que os homens
foram mais afetados e apresentaram maior numero de episddios prévios de malaria
com uma diferenga estatisticamente significativa quando comparado com as
mulheres. A média de episédios de malaria foi maior também para o sexo
masculino e a chance de desenvolver a doenca foi cerca de 7,5 vezes mais que as
mulheres. Os estudos realizados no municipio de Pereira na Coldbmbia e na regido
do Darien no Panama mostraram que 63.1% e 62,7%, respectivamente, dos casos
reportados foram no sexo masculino (Chaparro et al. 2017, Carrera et al. 2019).
Um estudo realizado nas areas peri-urbanas de Manaus também observou que os
homens apresentaram maior risco de contrair malaria do que as mulheres. A maior
prevaléncia da doenca em homens possivelmente esta atrelada a maior exposigao
ao vetor pelas atividades laborais exercidas (Almeida et al. 2018). As atividades
ocupacionais como caga, pesca, trabalhos nas rogas e banhos as margens de rios
sdo fatores de risco para contrair malaria uma vez que as localidades sao
vulneraveis e receptivas para malaria (Sa et al. 2005, Rodriguez et al. 2007,
Ministério da Saude & Secretaria de Vigilancia em Saude 2015).

As criangas menores de 15 anos foram o grupo mais afetado com a malaria
em Atalaia do Norte ao longo dos ultimos 15 anos. Achados semelhantes foram
observados no municipio do Oiapoque, Amapa (fronteira da Guiana francesa com
o Brasil) (da Cruz Franco et al. 2019) e da regido do Darien (fronteira de Panama
com a Colémbia) (Carrera et al. 2019). Rodulfo et al. (2007) em um estudo

transversal realizado com indigenas da etnia Piaroma, na regido da Amazobnia
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venezuelana demonstrou que criancas menores de 10 anos sdo as mais
susceptiveis a adoecer pela malaria (Marcano et al. 2004, Rodulfo et al. 2007).
Estudos relatados na Amazoénia brasileira por Alves et al. (2002) e Marcano et al.
(2004) também observaram que os grupos de idades mais jovens era mais
susceptivel a doenga. Da mesma forma o estudo realizado por Ladeia-Andrade et
al. (2009) em comunidades ribeirinhas do Rio Unini e Jau na Amazoénia brasileira
mostrou que a diminuicdo da prevaléncia da malaria nas comunidades foi
diretamente proporcional ao aumento da idade, ou seja, populagdo mais jovens
apresentavam alta prevaléncia da doencga (Ladeia-Andrade et al. 2009). Enquanto
no estudo realizado por Silva-Nunez et al. (2008) em um assentamento no estado
do Acre a idade ndo foi considerada um fator de risco para o desenvolvimento da
malaria, assim como o tempo de residéncia naquela area.

A mobilidade das criancas € menor que os adultos, acredita-se que as
condigdes de infraestrutura das casas, a localizagdo dos domicilios em areas com
criadouros potenciais para anofelinos e os habitos da populagdo facilitem a
exposig¢ao ao vetor das criangas, aumentando o tempo de contato homem-vetor.

As analises retrospectivas mostraram sazonalidade no comportamento da
malaria no municipio, com variagdes de um ano para outro, mas com transmissao
da doencga presente todo o ano, com aumento de casos em fevereiro chegando a
um pico maximo no més de julho. Estas evidéncias foram confirmadas com um
estudo da regido do Loreto na Amazodnia peruana, area fronteirica com o Vale do
rio Javari, onde a transmissdo da malaria € continua com aumento no numero de
casos no periodo de fevereiro a julho (Branch et al. 2005, Chuquiyauri et al. 2012).
O pico maximo de casos de malaria em Atalaia do Norte foi registrado no periodo
das chuvas segundo as analises do estudo retrospectivo. No estudo seccional ndo
se apresentaram diferengas significativas no diagndstico de malaria na estacao
seca e na estacdo chuvosa, mas a malaria sempre esteve presente nos dos
periodos avaliados. Estudos realizados na regido do Darien e Guna Yala no
Panama apresentaram dados similares aos deste estudo retrospectivo sendo que
0 maior numero de casos de malaria nessa area também foi registrado no periodo
chuvoso (Calzada et al. 2015, Carrera et al. 2019). Levando em consideragéo a
classificagdo da malaria segundo a intensidade de transmissdo, o municipio de
Atalaia do Norte poderia ser considerada como uma area de transmisséo estavel,
onde as pessoas estdo expostas constantemente, e as criangas e a populagao
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indigena sao as mais afetadas (WHO 2015),. Existe a necessidade de estudos que
avaliem o impacto climatico na epidemiologia da malaria, visto que existem relatos
de que fendbmenos climaticos como o El Nifio possui influéncias na incidéncia de
malaria (Hurtado et al. 2014, Benavides Melo 2015).

Entre os pacientes com malaria clinica, a febre e a dor de cabega foram os
sintomas mais comuns. Todas as infecgdes com sintomas deste estudo foram
causadas pelo P. vivax e nao foram diagnosticados casos de malaria complicada.
As infecgbes pelo P. vivax sdo conhecidas por ser infecgdes benignas, porém ja
ha registros na literatura de que este parasito pode ser causante ocasionar casos
de malaria complicada e produzir ébitos (Lomar et al. 2005, Naing et al. 2014, Val
et al. 2017).

O diagnostico da malaria no municipio de Atalaia do Norte esta sendo
realizado conforme o protocolo do Ministério da Saude para todo o territério
brasileiro, baseado na detec¢ao passiva de casos, quando os individuos com
sintomas febris procuram os centros de diagndstico ou, por meio da detecgao ativa
na qual, séo feitas visitas domiciliarias para coleta de gota espessa de pessoas
com sintomas. Embora a busca ativa consiga detectar uma porgao de casos de
infeccdo plasmodial assintomatica, a maior parte das estratégias estédo focalizadas
para deteccdo de infecgbes sintomaticas (Najera 2001), deixando de lado as
infecgbes assintomaticas, sendo estas, um grande desafio quando se pensa em
eliminagéo.

A apresentacgao clinica da malaria varia de malaria grave e complicada que
podem produzir Obitos, até a forma mais leve chegando até apresentacdes
assintomaticas (Laishram et al. 2012). A imunidade dos portadores de infecgbes
assintomaticas esta sendo alvo de estudo por diferentes grupos de pesquisa. Dois
tipos de imunidade podem ter como resultado a presenga de infecgdes
assintomaticas; sendo uma a imunidade frente a doenga (imunidade clinica), com
presencga de parasitos sanguineos sem o desenvolvimento de sintomas e a outra
a imunidade antiparasitaria, que pode ser a responsavel pela diminuicdo da
densidade parasitaria apés uma idade determinada (Baird et al. 1991, Ladeia-
Andrade et al. 2009). Atualmente, se tem identificado que estas infec¢gdes n&o
estdo s limitadas a areas de alta transmisséo na Africa e no sudeste asiatico

(Laishram et al. 2012) como se pensava anteriormente mas também em areas de
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baixa transmissdo como ocorre nas Américas onde ha areas com presencga de
infeccéo assintomatica.

Para estudar a presenca de infecgdo assintomatica é necessario a
realizacdo de estudos de campo onde toda a populagdo possa ser examinada
independentemente de apresentar ou n&do sintomas de malaria. Os individuos
devem ser acompanhados durante um periodo minimo de tempo para poder
confirmar a infecgdo assintomatica, pois por se tratar de areas com transmissao
ativa, as pessoas podem estar em periodo de incubagao (Rovira-Vallbona et al.
2017). O tempo de acompanhamento varia dependendo dos estudos, porém o
grupo de consenso de infecgdo assintomatica recomenda que seja de pelo menos
30 dias pelo periodo de incubacao do P. malariae. Os estudos de Cucunuba et al
(2008) no norte da Coldmbia usaram o critério de 14 dias de acompanhamento e
os de Suarez-Mutis et al (2007) usaram o critério de 30 dias. Por outro lado,
individuos podem ter tido malaria e iniciado tratamento sem aderir completamente
ao esquema antimalarico produzindo uma recrudescéncia. Por esse motivo
durante os estudos seccionais € fundamental verificar se o individuo teve sintomas,
tomou antimalaricos e aderiu ou ndo completamente aos medicamentos nos
ultimos 30 dias antes da coleta de sangue, pois nesses casos poderia estar ainda
sob os efeitos de uma infeccdo tratada inadequadamente. Da mesma forma,
alguns medicamentos, especialmente antibioticos como as tetraciclinas podem ter
algum efeito antiparasitaria; por esse motivo essa pergunta deve ser incorporada
no questionario.

Nosso resultado mostrou alta prevaléncia de infecgdes sintomaticas
comparada as infec¢des assintomaticas de malaria nas comunidades estudadas.
Porém a prevaléncia de infecgdes assintomaticas nas comunidades foi de 17.3%.

Infecgbes assintomaticas tém sido relatadas em areas endémicas da
Amazonia (Alves et al. 2002, Ladeia-Andrade 2005, Coura et al. 2006, Rodulfo et
al. 2007, Suarez-Mutis et al 2007, Carrasco-Escobar et al. 2017, Rovira-Vallbona
et al. 2017) com alta prevaléncia da doenca. Estes dados sdo de grande
importéncia para entender como a malaria se mantém no municipio. No estudo
realizado por Rovira-Vallbona et al. (2017) em Loreto Peru, relatou que o numero
da densidade de parasitos em portadores assintomaticos com infecgédo pelo P.
vivax era muito mais baixa que em individuos sintomaticos, sendo, que o numero

de copias em pacientes assintomaticos foi de 92 e em pacientes com malaria de
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544. Dados similares foram registrados também por Almeida et al. (2018) na area
periurbana de Manaus, onde os pacientes assintomaticos também apresentaram
menor numero de cdpias (n=20,3) contra 282.6 de pacientes sintomaticos. Estes
resultados s&o consistentes com trabalhos reportados na Africa (Idris et al. 2016,
Rovira-Vallbona et al. 2017, Almeida et al. 2018) cuja intensidade de transmisséo
€ muito mais alta do que ocorre nas Américas. Os registros deste estudo
demostraram que as infec¢des assintomaticas também podem se desenvolver em
ambientes de baixa transmissdo de malaria, resultantes provavelmente de
imunidade adquirida nesses individuos (Barbosa et al. 2014, Vasquez-Jiménez et
al. 2016, Saenz et al. 2017) desafiando a ideia classica da aquisigdo da imunidade
descrita por Macdonald (1957).

Em nossos resultados foram identificados 22 (11,5%) individuos
assintomaticos e 13 (6,8%) individuos oligossintomaticos os quais foram juntados
para facilitar as analises. A presenca destes estados pode estar evidenciando o
desenvolvimento de imunidade clinica na populacédo de estudo. Nossos resultados
apresentaram maior prevaléncia de infecgdo assintomatica nas mulheres em
relacdo aos homens, embora, ndao houvesse diferencas estatisticamente
significativas. As principais ocupagdes das mulheres da etnia Kanamari da aldeia
S&o Luiz envolvem a agricultura e os trabalhos domésticos como lavagem de roupa
e utensilios domésticos em corpos d’agua pela falta de abastecimento de agua.
Esses achados corroboram com o estudo realizado na area rural de Remansinho,
ao sul da Amazoénia, onde as atividades de doméstica e agricultura tiveram relagao
com a presencga de infecgdo e doenga (Barbosa et al. 2014). O estudo realizado
por Almeida et al. (2018) em localidades de Manaus, mostrou como as domésticas
tinham maior probabilidade de apresentar infecgéo pelo P. vivax, devido a lavagem
de roupas e utensilios de cozinha serem realizadas ao ar livre. Outros trabalhos
tém mostrado que os homens sdo mais susceptiveis a presenca de infecgdes
assintomaticas devido as atividades que desenvolvem (Cucunuba et al. 2008,
Mosnier et al. 2019).

Com relagéo a idade os pacientes com 15 ou mais anos, foram os que mais
se apresentaram com o perfil de assintomaticos quando foi comparado com os
menores de 15 anos, indicando que possivelmente as pessoas podem gerar uma
imunidade antiparasitaria ao estar mais exposta a doenca com a idade. A pesquisa
de Alves et al. (2002) mostra como a chance de ter uma infec¢ao assintomatica foi
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6,67 vezes maior nos adultos de mais de 40 anos quando comparados com
criangas de menos de 5 anos, e ao dividir o grupo entre menores e maiores de 15
anos, a chance foi de 5,82 vezes maior nos adultos que nas criangas com
diferencas que foram estatisticamente significativas. Outros achados similares
foram descritos na Guiana francesa (Mosnier et al. 2019), nas comunidades
ribeirinhas da Amazoénia Peruana (Rovira-Vallbona et al. 2017) e nas comunidades
ribeirinhas Brasileira (Marcano et al. 2004, Suarez-Mutis et al. 2007, Rovira-
Vallbona et al. 2017, Mosnier et al. 2019).

Neste estudo a infeccdo assintomatica foi mais comum na comunidade
indigena que na néo indigena. Esses achados sao similares aos encontrados por
Mosnier et al. (2019), no municipio de Sdo George na Guiana francesa, onde
comparando a infeccdo assintomatica em diferentes populagdes rurais, observou-
se a persisténcia da infec¢do nos individuos das comunidades indigenas Wayana,
Palikur, Kalina, Wayéapi, Teko, and Karipuna (Mosnier et al. 2019). Um estudo
realizado em Manaus mostrou que as pessoas que apresentaram um ou mais
episédios prévios de malaria foram mais susceptiveis a apresentar infeccoes
assintomaticas (Almeida et al. 2018)..

Para alcancar a eliminagao da malaria nas areas endémicas, a deteccéo de
infecgbes assintomaticas € de grande importancia assim como a implementagéo
de medidas de controle dos vetores e da avaliacdo da resisténcia a medicamentos.
Essas acdes sao fundamentais para a interrupgdo da transmissdo. Este é o
primeiro trabalho que avalia a prevaléncia de malaria e infecgdo assintomatica em
comunidades do municipio de Atalaia do Norte. Também a identificacdo de
infecgcdes pelo Plasmodium sp. nesta area tem um papel importante para
interromper a transmissdo da doenca. As medidas de intervencao utilizadas
rotineiramente ndo sao suficientes para a eliminagao destas infecgbes, sendo
necessario a implementagao de novas estratégias.

Esta analise mostra o papel fundamental que tem o programa de controle
da malaria nesta area do pais. Desde finais do ano 2012, o municipio iniciou um
processo de intensificagao das acdes de controle da malaria com um aumento do
numero de pontos de microscopia nas comunidades do municipio. Tem se
observado que esta foi uma das estratégias fundamentais para o controle da
doencga, por ofertar diagndstico oportuno e tratamento adequado e imediato,
quebrando assim o ciclo de infeccédo pelo plasmdédio (Ney José Batista dos
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Anjos,Gerente de endemias, comunicag¢ao pessoal). Também observamos que é
preciso integracdo das estratégias de controle entre a Secretaria Municipal de
Saude de Atalaia do Norte e o DSEI Vale do Javari, com o desenvolvimento e
intensificacdo das agbes tanto nas areas nao indigenas quanto nas areas
indigenas que s&o de dificil acesso, remotas e muito afastadas do centro urbano,
considerando que a malaria esta fortemente instalada nessa area, com essa

populagao vulneravel.

6.1.A migragao como um desafio para a eliminagdo no municipio de Atalaia
do Norte.

A malaria no municipio de Atalaia do Norte é atingida por diferentes
aspectos que variam no tempo e no espago. Sendo que a migragdo de pessoas
sintomaticas e assintomaticas tem se convertido em uma das principais causas
para a incidéncia de malaria em regides endémicas (Carrera et al. 2019). Na
analise retrospectiva foram identificadas duas epidemias de longa duragdo durante
o periodo epidémico, o que pode estar relacionada com sua condicdo de municipio
fronteirigo devido as dificuldades para a realizagao de agdes de controle integradas
(Braz et al. 2014, Braz & Barcellos 2018). Os casos importados de outros paises
no municipio de Atalaia do norte correspondem a individuos procedentes do Peru,
gerando grande preocupacao das autoridades locais brasileiras, tendo em vista
que na regido de Loreto, na Amazdnia peruana, a malaria quase triplicou nos
ultimos anos (OPAS 2017), e as comunidades ribeirinhas fronteiricas desse pais
contam com uma fragil estrutura de servigos de saude.

Os moradores das comunidades localizadas a margem do Rio Javari do lado
peruano viajam até comunidades do lado brasileiro a procura de diagndstico e
tratamento para a doenga. Além disso, alguns deles aproveitam para fazer as
vendas de produtos agricolas que cultivam nas comunidades e estas situagdes
favorecem a transmissdo da doenca no lado brasileiro (Braz et al. 2014). Vale
ressaltar que as areas de fronteira sdo de dificil controle, devido ao movimento
legal e ilegal de pessoas, conflitos fronteirigos, diferengas culturais e diferencas
nos regulamentos nacionais de saude publica (Krisher et al. 2016). Porém é
importante desenvolver agdes em conjunto para o controle da doencga (Braz et al.
2014, Braz & Barcellos 2018). Krisher at al. (2016) registrou os caminhos
percorridos para a eliminacdo da malaria na provincia del Oro do Equador e na
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regido de Tumbes no Peru, onde uma colaboragdo binacional permitiu eliminar a
malaria da regido, por meio do fortalecimento de estratégias de vigilancia e
tratamento. A dindmica migratéria € de muita importancia no processo de
eliminagcdo o que gera a necessidade de esforgos interfronteirigos de inclusdo de
politicas e estratégias que permitam a abordagem do controle nestas areas.

O trabalho de campo teve uma série de limitagdes comegando pelas
dificuldades logisticas pelo acesso geografico para chegar até as localidades de
estudo que é realizado exclusivamente por via fluvial com altos custos. Nessas
areas o nivel dos rios se modifica de acordo com a sazonalidade sendo que no
verdo o nivel das aguas baixa muito e no periodo das chuvas, a intensidade das
mesmas dificultam as visitas domiciliares. Por outro lado, € provavel que exista
algum tipo de subnotificacdo e especialmente demora na notificagcdo de casos
especialmente nas areas indigenas, onde as equipes multiprofissionais nem
sempre estdo completas e séo insuficientes para cobrir toda a area. Essas equipes
ficam entre 60 e 120 dias em cada localidade de tal forma que a entrega dos
relatérios e das fichas de notificagdo sdo mais demoradas que em outras
condicdes. Essa € uma limitacdo para que a notificagdo possa ser realizada em
forma oportuna e adequada, especialmente para a deteccédo precoce de surtos,
indispensavel para o controle da doenga. Pelas mesmas condigbes geograficas,
a coleta de material sanguineo para os estudos moleculares, seu armazenamento
em condi¢cdes adequadas e transporte desde as localidades até o Laboratério de
Doencgas Parasitarias no Rio de Janeiro foi bastante dispendioso e foi necessario
ativar a logistica com uma série de parceiros que nos ajudaram nessa empreitada.

Finalmente, este trabalho mostrou o perfil epidemiolégico do municipio de
Atalaia do Norte usando uma metodologia mista com um enfoque retrospectivo de
16 anos de dados do sistema de vigilancia epidemiolégica e dois estudos
seccionais para avaliar a situacdo da doenca e da infecgao assintomatica em duas
localidades do municipio. Cabe salientar que se nas localidades proximas da area
urbana (aproximadamente 200 kms por via fluvial) e com infraestrutura minima
para a vigilancia ativa e passiva a prevaléncia de infecgdo assintomatica foi
considerada alta, a situacao das localidades mais afastadas, e com dificuldade de
acesso pode ser mais complicada. Por esta razdo € preciso fazer estudos mais
abrangentes em territorios indigenas onde o acesso a saude é limitado e a

populacdo encontra-se em situagao ainda mais vulneravel.
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7. CONCLUSOES

1. Atalaia do Norte € um municipio altamente endémico para malaria com
infecgcdes causadas pelos P. vivax e P. falciparum, sendo o P. vivax a
espécie mais prevalente nos ultimos 16 anos. A maioria dos casos de
malaria no municipio sado provenientes da area indigena e acomete
principalmente homens. A malaria € sazonal com um incremento no numero
de casos no periodo das chuvas (Dezembro - Maio), porém tem havido uma
redugado dos casos desde o ano de 2016 sem ter sido detectados mais

surtos no municipio.

2. Foi detectada a presencga de infeccdo plasmodial assintomatica nas duas
localidades estudadas sendo que a prevaléncia geral foi de 17,3%. Essa
prevaléncia foi de 4,7% na localidade de Boa Esperanca e de 30,2% na
aldeia Sdo Luiz (area indigena). As infeccbes assintomaticas e
oligossintomaticas ndo sao detectadas pela rotina do programa de controle
local, logo o numero de casos e o IPA sdo subestimados no municipio de
Atalaia do norte. Pacientes assintomaticos podem ser considerados como

fontes de infeccdo malarica.

3. No estudo seccional, os homens sdo mais propicios a apresentarem
episodios prévios de malaria do que as mulheres nas comunidades de S&o
Luiz e em Boa Esperanca. Os homens tiveram uma chance de 7,5 vezes
maior (1C95%: 1,6-34,7), de ter tido mais de 7 episédios de malaria. As
criangas menores de 15 anos sao as que mais adoecem com malaria sendo
que esta é uma tendéncia observada no estudo retrospectivo e no estudos
seccionais. Episédios prévios de malaria, idade do individuo e a localidade
onde residem sdo fatores relevantes para a ocorréncia de infecgoes

assintomaticas.

4. Os determinantes que contribuem para a presenga de infecgoes
assintomaticas na area de estudo do municipio de Atalaia do Norte foram:
individuos maiores de 15 anos, homens que apresentaram entre 2-7

episddios prévios de malaria, e moradores da aldeia Sao Luiz.
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8. PERSPECTIVAS

Realizagdo de um estudo ecoepidemiolégico, que avalie os fatores
ambientais que podem influenciar a prevaléncia de malaria e infecgao
assintomatica na regido incluindo estudos entomolégicos que permitam a

tomada de decisdes que se adequem a realidade local;

Monitoramento entomoparasitologico que permita identificar a diversidade,
abundancia e ciclo nictemeral das espécies de anofelinos bem como da

circulagao de parasitas na regiao;

Estudo de mobilidade populacional que identifique os diferentes fluxos
migratorios especialmente da populagéo ribeirinha do Peru que procura

atendimento do sistema de saulde Brasileiro.

Estudos genéticos dos parasitas identificados durante os estudos
seccionais e sequenciamento dos dois individuos que foram repetidamente
positivos durante os dois estudos seccionais para verificar se se trata da

mesma infecgéo pelo P. vivax.
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10. APENDICE
Apéndice 1

TERMODE CONSENTIMENTO LIVRE EESCLARECIDO (TCLE) —maior de 18 anos
ESTUDO DA MALARIA ASSINTOMATICA NO VALE DO RIO JAVARI,
AMAZONAS

Estamos convidando-o a participar de um estudo prevaléncia de casos e/o
infecgbes Assintomaticas da malaria na Amazonia Brasileira. A Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) esta realizando uma pesquisa em Atalaia do Norte para avaliar se ha
pessoas que estejam infectados com o parasito da malaria e n&do apresentem
sintomas e como isso pode impactar no controle da mesma nesse municipio e
suas comunidades. O estudo é coordenado pela Dra. Martha Cecilia Suarez Mutis
do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, no Rio de Janeiro.

A sua participagao nesta pesquisa e voluntaria. Se vocé aceitar, vamos lhe
fazer algumas perguntas (como seu nome, idade, local de moradia, quantas vezes
teve malaria, sintomas que sentiu, entre outras através de um questionario, isto
levara cerca de 10 minutos), e depois vamos coletarumapequenaamostrade sangue
(5ml, o que equivale a uma colher de sopa). Esta quantidade de sangue é suficiente para
arealizagdo do exame de diagndstico do parasito da malaria no sangue e de outros
experimentos do projeto para estudar a doenga. Vocé pode decidir participarounao
do estudo e pode sair dele em qualquer momento sem que haja nenhum problema
para vocé em relagao aos servicos médicos prestados pelo sistema de saude de
Atalaia do Norte. Se tiveradoencae nao quiser participar do estudo, de qualquer forma
seramedicadoseguindo otratamentooficialdoMinistériodaSaude.Vocénaorecebera
nenhum pagamento por participar desta pesquisa e também os procedimentos
realizados n&o terdo nenhum custo para vocé. Nosso grupo de pesquisa chegaraacada
um dos lugares selecionados para o estudo. Por esse motivo ndo ha necessidade de
nenhum tipo de ressarcimento econémico para que os participantes de pesquisa se
desloquem até o hospital. De outro lado, a maior parte de pesquisa sera baseada na
busca ativa nos préprios domicilios dos participantes.

Vocé pode sentiruma pequena dor no momento de coletar o exame de sangue e
as vezes pode ficar um pouco roxo no local da coleta. Os pesquisadores cuidarao para
que ndo existam problemas maiores nestes casos, pois eles sdo experientes e vao
retirar o sangue com bastante cuidado. Para evitar que o brago fique roxo durante a
coleta de sangue, as coletas serdo realizadas unicamente pela pesquisadora Monica
Palma Cuero, que esta suficientemente bem treinada por ser bacteridloga de
profissdo e ter uma larga experiéncia com analises clinicas.
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Se for encontrada alguma doenga durante a entrevista, os pesquisadores o
encaminhardo até o hospital onde sera feito o diagndstico e dados os
medicamentos especificos. As vezes os medicamentos especificos podem causar
alguns problemas como mal-estar no estdmago, vomito, diarreia, coceira ou manchas
na pele; esses problemas, quando acontecem, sdo geralmente leves e passam sem
precisar tomar mais medicamentos. Se o problema continuarou piorar € preciso que
retorne imediatamente ao posto de saude ouhospital onde sera examinado erecebera
asorientagbes necessarias. Esperamos que vocé nédo tenha nenhum tipo de mal-estar
como consequéncia da sua participagao no estudo; se tiver alguma consequéncia
negativa, sera dadatoda aassisténcia necessaria noservico de saude até que fique bem.
Nos responsabilizamos por todos os gastos relativos aos exames e procedimentos,
bem como acompanhamento, tratamento e orientacdo enquanto necessarios apos
assinatura deste termo. N&o esta previsto nenhum tipo de indenizagao por
participar da pesquisa, mas asseguramos seu direito de buscar indenizagao
diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Também informamos que esta pesquisa ndo iraa produzirgastos ao seu
plano de saude (se tiver) ou ao SUS, e os pesquisadores se responsabilizam pelos
gastos dos cuidados de rotina que sejam necessarios dentro deste projeto apds a
assinatura do termo de consentimento. Os beneficios que vocé pode ter desta
pesquisa tem a ver com receber tratamento sob supervisdo de um pesquisador e se
vocé continuar doente com malaria ou se outra doenca aparecer, saberemos
rapidamente eisto podera ser importante para asua saude. Também vamos saber se a
populagdo de Atalaia do Norte tem alguma susceptibilidade aumentada paraterou
para resistira esta doenga.

Qualquer informacdo sobre vocé sera mantida em segredo absoluto por parte
dos pesquisadores; seu nome ndo sera usado em relatorios publicados; em vez
disso serdo usados codigos para ninguém conhecer as pessoas que fizeram parte da
pesquisa. Todos os seus dados e também o material coletado serdo utilizados
unicamente esta pesquisa e uma parte do material sera armazenado, para se for
necessario, utilizarmos em estudos futuros. Em caso de necessidade, a cada nova
pesquisa realizada pelos pesquisadores usando o material que estd armazenado
sera necessario (a) apresentagdo de novo projeto de pesquisa para ser analisado e
aprovado pelo Sistema CEP/Conep e (b) reconsentimento do participante de pesquisa
por meio de um TCLE especifico referente ao novo projeto de pesquisa (ou, quando
devidamente justificado, aobtencdo deaprovacado da dispensa do Termo pelo Comité.
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O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz é um grupo de pesquisadores que
analisa e avalia projetos de pesquisaenvolvendoseres humanos, a fim assegurar
os direitos e a dignidade dos participantes da pesquisa como vocé. Além disso, o
CEP contribui para a qualidade das pesquisas e para a discussio do papel da
pesquisa da qualvocé participa nodesenvolvimento social dacomunidade. AComissao
Nacional de Eticaem Pesquisa (CONEP) prepara eatualiza as normas para a protecéo
dos participantes da pesquisa e coordena a rede de Comités de Eticaem Pesquisa
dasinstituicdes.

Este termo de consentimento esta redigido em duas vias de igual teor; uma delasficara
com vocé e a outra sera guardada pelos pesquisadores. Se decidir participar do
estudo, vocé e o pesquisador deverdo dar um visto em todas as paginas deste
documento e assinarem aultima pagina. Qualquer duvida que vocé tenha em qualquer
etapa doestudo pode ligar e entrar em contato com a Dra. Martha Cecilia Suarez-
Mutis - tel (21) 2562-1278/(21)99682-5379oucomapesquisadoraMonicaPalma
cuero- tel (098)5924388 / (97)3176466114 (na coldbmbia) ou pelo e-mail
monicapalmad@hotmail.com. Qualquer informagdo que vocé deseje saber, pode ser
perguntada aos pesquisadores do estudo, tanto durante a pesquisa quanto em
momentos futuros. Se vocé tiver também alguma consideragdo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com seres
humanos (CEP) da Fundagao Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz que funciona de
segunda a sexta- feira das 8 as 15 horas, pelo telefone (21) 3882-9011. O CEP-Fiocruz
fica na Avenida Brasil 4.036 sala 705 (Expansao) Manguinhos, Rio de Janeiro- RJ -
CEP: 21.040-360, e-mail:cepfiocruz@ioc.fiocruz.br ou entre em contato com a
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) de segunda asexta-feira das 8
as 18 horas pelo telefone: (61) 3315-5878. O endereco do CONEP é SEPN510 NORTE,
BLOCO A, 3° Andar, Edificio Ex- INAN - Unidade Il - Ministério da Saude, bairro Asa
Norte, CEP:70750-521

- Brasilia-DF, e-mail: conep@saude.gov.br. Vocé também pode entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Medicina Tropical do
Amazonas, que fica mais préximo avocé de segunda a sexta- feira das 8 as 14 horas
pelo telefone (92) 2127-3572. O enderegco deste CEP é Av. Pedro Teixeira, 25 -
Dom Pedro cep: 69040-000 Manaus- Amazonas, e-mail:cep@fmt.am.gov.br.

Consentimento

Acreditotersidobeminformadosobreoestudoacimacitadoqueliouque foram lidos
paramim. Eu discuticom os pesquisadores sobrea minha
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decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos
do estudo, os procedimentos a seremrealizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo nao vai me gerardespesas equetenho garantade
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer momento,
sem qualquer prejuizo e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido. Além disso, estou ciente de que eu e 0s
pesquisadores responsaveis por esta pesquisa deveremos darum visto emtodasas
folnasdesse Termode ConsentimentoLivree Esclarecido-TCLE.

Como esta previsto que parte do material biolégico serda armazenado para se for
necessario ser utilizado em estudos futuros, eu manifesto expressamente que:

1. ( ) N&o concordo em que parte do material bioldgico coletado seja
armazenado para ser utilizado em estudos futuros;

2. () Concordo plenamente em que parte do material bioldgico coletado seja
armazenado para ser utilizadoem estudos futuros.

Nesse caso, manifestoque:

2. 1. () A cada nova pesquisa ha necessidade de solicitar um novo
consentimento de minha parte para utilizar este material bioldgico;

2.2 () Dispenso anecessidade de solicitar novo consentimento em caso de uso deste
material biologicoparaoutra pesquisa.

Nome Assinatura
Nome testemunha Assinatura
Nome do pesquisador Assinatura
Data:
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Apendice 2.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE EESCLARECIDO (TCLE) -responsavel pelo
) menorgie 18 anos
ESTUDO DA MALARIA ASSINTOMATICA NO VALE DO RIO JAVARI, AMAZONAS

Estamos convidando seufilho (ou menorde idade pelo qual vocé é responsavel) a participar
deumestudode prevalénciade casose/oinfecgdes AssintomaticasdamalarianaAmazonia
Brasileira. A Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz) estarealizando uma pesquisaem Atalaiado
Norte para avaliar se ha pessoas que estejam infectados com o parasito da malaria e ndo
apresentem sintomas e como isso pode impactar no controle da mesma nesse municipio e
suas comunidades. O estudo € coordenado pela Dra. Martha Cecilia Suarez Mutis do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, no Rio de Janeiro.

A participagao do seu filho nesta pesquisa é voluntaria. Se vocé permitir que seu filho faga
parte desta pesquisa, vamos fazer algumas perguntas a ele (como nome, idade, local de
moradia, quantas vezes teve malaria, sintomas que sentiu, entre outras através de um
questionario, isto levara cerca de 10 minutos), depois vamos coletar uma pequena amostra
de sangue(5ml, o que equivale a uma colher de sopa) do seu filho. Esta quantidade de
sangue é suficiente para a realizagao do exame de diagnostico do parasito da malaria no
sangue e de outros experimentos do projeto para estudar a doenca. Seu filho pode decidir
participar ou ndo do estudo e pode sair dele em qualquer momento sem que haja nenhum
problema para ele em relagédo aos servigos médicos prestados pelo sistema de saude de
Atalaiado Norte. Se seufilhotivermalariaenaoquiserparticipardo estudo, de qualquer
forma sera medicado seguindo o tratamento oficial do Ministério da Saude. Seu filho ndo
recebera nenhum pagamento por participar desta pesquisa e também os procedimentos
realizadosnaoterdonenhumcusto paravocéouseufilho.Nosso grupode pesquisachegara
acadaumdoslugares selecionados para o estudo. Poresse motivo ndo ha necessidade de
nenhum tipo de ressarcimento econdmico para que os participantes de pesquisase
desloquem até o hospital. De outro lado, a maior parte de pesquisa sera baseada na busca
ativa nos proprios domicilios dos participantes.
Seufilho pode sentiruma pequenadorno momento de coletaro exame de sangue
e as vezes pode ficar um pouco roxo no local da coleta. Os pesquisadores cuidardo para que
nao existam problemas maiores nestes casos, pois eles sdo experientes e vao retirar o
sangue combastante cuidado. Para evitar que o brago fique roxo durante a coleta de
sangue as coletas serao realizadas unicamente pela pesquisadora Monica Palma Cuero,
que esta suficientemente bem treinada por ser bacteriéloga de profissao e ter uma larga
experiéncia com analises clinicas. Se for encontrada alguma doenca durante a
entrevista, os pesquisadores encaminhardo seu filho até o hospital onde sera feito o
diagndstico e dados os medicamentos especificos. As vezes os medicamentos especificos
podem causar alguns problemas como mal-estarno estdmago, vomito, diarreia, coceiraou
manchas na pele; esses problemas, quando acontecem, sdo geralmente leves e passam
sem precisar tomar mais medicamentos. Se o problema continuar ou piorar € preciso que
seufilho retorne imediatamente ao posto de saude ou hospital onde sera examinado e
recebera as orientagbes necessarias. Esperamos que seu filho ndo tenha nenhum tipo de
mal-estar como consequéncia da sua participagédo no estudo; se tiver alguma consequéncia
negativa, sera dadatoda a assisténcia necessaria no servigo de saude até que ele fique
bem. Nos responsabilizamos por todos os gastos relativos aos exames e procedimentos,
bem como acompanhamento, tratamento e orientacdo enquanto necessarios apés
assinatura deste termo. Nao esta previsto nenhum tipo de indenizagao por participar da
pesquisa, mas asseguramos seu direito e do seu filho de buscar indenizagdo diante de
eventuais danos decorrentesdapesquisa.
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Também informamos que esta pesquisa nao ira a produzir gastos ao plano de saude do seu
filho (setiver)ouao SUS, e os pesquisadores se responsabilizam pelos gastos dos cuidados
de rotina que sejam necessarios dentro deste projeto apds assinatura do termo de
consentimento.

Os beneficios que seu filho pode ter desta pesquisa tem a ver com receber
tratamento sob supervisdo de um pesquisador e se seu filho continuar doente com
malaria ou se outra doengaaparecer, saberemos rapidamente e isto podera serimportante
paraasaudedoseu filho.

Qualquer informacéo sobre seu filho sera mantida em segredo absoluto por
parte dos pesquisadores; o nome do seu filho ndo sera usado em relatérios publicados; em
vez disso serdo usados codigos para ninguém conhecer as pessoas que fizeram parte da
pesquisa. Todos os dados do seu filho e também o material coletado serao utilizados
para esta pesquisa e uma parte do material sera armazenado, para se for necessario,
utilizarmos em estudosfuturos. A cada nova pesquisa realizada pelos pesquisadores com
0 sangue do seu filho coletado sera apresentado um novo projeto de pesquisa a ser
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz e quando
necessario, pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e sera pedido novo
consentimento a vocé por meio de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- TCLE
(semelhante a este) referente ao novo projeto de pesquisa ou quando devidamente
justificado, sera obtida aprovacéo pelo Comité de Eticaandonecessidadedeumnovo TCLE.

O Comité de Eticaem Pesquisa (CEP) da Fiocruz é um grupo de pesquisadores
que analisa e avalia projetos de pesquisa envolvendo seres humanos, a fim assegurar
os direitos e a dignidade dos participantes da pesquisa como vocé e seufilho. Alémdisso, 0
CEP contribui para a qualidade das pesquisas e para a discussao do papel da pesquisa da
qual vocé participa no desenvolvimento social da comunidade. A Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) prepara e atualiza as normas para a protecdo dos
participantes da pesquisa e coordena a rede de Comités de Etica em Pesquisa das
Instituicdes.

Este termo de consentimento esta redigido em duas vias de igual teor; uma delas
ficard com vocé e a outra sera guardada pelos pesquisadores. Se permitir que seu filho
participe do estudo, vocé e o pesquisador deverdo darum visto em todas as paginas deste
documento e assinarem a ultima pagina. Qualquer duvida que vocé ou se filho tenha em
qualquer etapa doestudopodeligareentraremcontatocomaDra.MarthaCeciliaSuarez-
Mutis-tel (21) 2562-1278/(21)99682- 5379 ou com a pesquisadora Monica Palma cuero- tel
(098)5924388  /(97) 3176466114 (na  colédmbia) ou pelo  e-mail
monicapalma5@hotmail.com.

Qualquer informacgao que vocé ou seu filho deseje saber, pode ser perguntada aos
pesquisadores do estudo, tanto durante a pesquisa quanto em momentos futuros. Se vocé
ou seu filho tiver também alguma consideracé@o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos (CEP) da Fundagio
Oswaldo Cruz/Instituto Oswaldo Cruz que funciona de segunda a sexta-feira das 8 as 15
horas, pelo telefone (21) 3882-9011. O CEP-Fiocruz fica na Avenida Brasil 4.036 sala 705
(Expansao) Manguinhos, Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360, e-
mail:cepfiocruz@ioc.fiocruz.br ou entre em contato com a Comissao Nacional de Eticaem
Pesquisa (CONEP) de segunda a sexta-feiradas 8 as 18 horas pelo telefone: (61) 3315-
5878. O enderego do CONEP é SEPN 510 NORTE, BLOCO A, 3° Andar, Edificio Ex-INAN -
Unidade Il - Ministério da Saude, bairro Asa Norte, CEP: 70750-521 - Brasilia-DF, e-mail:
conep@saude.gov.br. Vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundagao de Medicina Tropical do Amazonas, que fica mais préximo a vocé
de segunda a sexta-feira das 8 as 14 horas pelo telefone (92) 2127-3572. O enderego deste
CEP é Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro CEP: 69040-000 Manaus-Amazonas, e-mail:
cep@fmt.am.gov.br.
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Consentimento

Acredito ter sido beminformado sobre o estudo acima citado que li ou que foram lidos
para mim. Eu discuti com os pesquisadores sobre a minha decisdo em permitir que meu
filho participe deste estudo. Ficaram claros para mim quais s&o os propésitos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a
participacéo do meu filho ndo vai me gerar despesas e que ele tem a garantia de acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente que meu filho
participe deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem
qualquer prejuizo e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio
que meu filho possa ter adquirido. Além disso, estou ciente de que eu e 0s pesquisadores
responsaveis por esta pesquisa deveremos dar um visto em todas as folhas desse Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

Como esta previsto que parte do material biolégico sera armazenado para se for
necessario ser utilizado em estudos futuros, eu manifesto expressamente que:

1. () Nao concordo em que parte do material bioldgico coletado do meu filho seja
armazenado para ser utilizado em estudos futuros;

2. ()Concordoplenamente emque parte domaterial biolégico coletadodomeufilhoseja
armazenado para ser utilizado em estudos futuros.

Nesse caso, manifesto que:

2.1.()Acadanova pesquisa ha necessidade de solicitar um novo consentimento de minha
parte para utilizar este material biol6gico;

2.2 () Dispenso a necessidade de solicitar novo consentimento em caso de uso deste
material biolégico para outra pesquisa.

Nome Assinatura

Nome testemunha Assinatura

Nome do pesquisador Assinatura
Data:
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Apéndice 3

TERMO DE ASSENTIMENTO (8-12 anos)
ESTUDO DA MALARIA ASSINTOMATICA NO VALE DO RIO JAVARI,
AMAZONAS

Estamos convidando-oaparticiparde umestudo sobre osorganismosque causama malaria nas
pessoas. Queremos saber se ha pessoas que estdo com esse micrdbio e que precisam ser
curadas para ajudar a evitar essa doenga, aqui onde vocé vive. Este estudo esta sendo
realizado pelo Laboratério de Doencas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro e é coordenado pela Dra. Martha Cecilia Suarez
Mutis, que trabalha neste mesmo laboratério. Eu, Monica Palma Cuero, fago parte da
equipe de pesquisa e também trabalho no mesmo Laboratoério da dra. Martha.

Vocé pode escolher se quer participar ou ndo. Falamos deste estudo com seus pais ou
responsaveis e eles sabem que também estamos pedindo seu acordo. Se vocé quer
participardo estudo, seus pais ou responsaveis também vao terque concordar. Mas se vocé nao
quiserfazerparte do estudo, ndo é obrigado, até mesmo se seus pais quiserem.

Se vocé concordar em participar deste estudo, vamos |he fazer algumas perguntas, vamos a
examina-lo e depois vamos coletar uma pequena amostra de sangue (uma colher de sopa)
estudar os organismos que causam a malaria.

Vocé pode sentir uma pequena dor no momento de tirar o sangue e as vezes pode ficar um
poucoroxo nolocalda coleta. Para evitar que o brago fique roxo durante a coleta de sangue,
as coletas serdo realizadas unicamente pela pesquisadora Monica Palma Cuero, que esta
suficientemente bemtreinada por serbacteriéloga de profisséo e terumalarga experiéncia com
analises. Os trabalhadores do estudo sdo pessoas muito boas e vao cuidar muito bem de vocé.
Se for encontrada alguma doenga em vocé, os trabalhadores do estudo vao levar vocé até o
hospitale vocé seratratado. Todososdiasvaiterumapessoanoservigode saude para te ajudar
caso Voceé precise.

Nao falaremos para outras pessoas que vocé esta nesta pesquisa e também nao vamos dar
nenhuma informacgao sobre vocé para qualquer um que nao trabalha no estudo.

Todasassuasinformagdes etambémo sangue coletadoserao utilizadosparaesteestudoe uma
parte do material vai ser armazenado, para se for necessario, utilizarmos em estudos futuros.

Vocé nao precisa participar desta pesquisa. Ninguém ficara chateado com vocé se vocé
disser ndo, a escolha é sua. Vocé pode dizer "sim" agora e mudar de ideia depois e tudo
continuara bem.

Por favor, diga-me se vocé quer participar.

Vocé pode perguntar qualquer duvida agora ou em qualquer etapa do estudo entrando em
contato com a Dra. Martha Cecilia Suarez-Mutis - tel (21) 25621278 /(21)99682-5379, Ela vive
no Rio de Janeiro e trabalha na Fiocruz ou a pesquisadora Monica Palma cuero- tel (21)
965295815 quem faz parte da equipe da pesquisa. Este termo de assentimento é feito em duas
vias, e devera ser assinado nas duas, ficando uma retida com o pesquisador responsavel
/pessoa por ele delegado e a outra com o participante de pesquisa /responsavel legal.
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Se decidir participar do estudo, vocé ou seu representante legal e a pesquisadora deveréo dar
um visto emtodas as paginas deste documento e assinarem a ultima pagina.

Confirmagao do Assentimento
Eu entendi para que serve o estudo. Eu também entendi que caso seja necessario, vou

receber o tratamento com acompanhamento dos trabalhadores do estudo e que eu darei um
pouco do meu sangue através de picada no bracgo.

Nome da crianga/adolescente Assinatura
Nome do responsavel Assinatura
Nome do pesquisador Assinatura
Data:
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Apéndice 4

TERMO DE ASSENTIMENTO (13-17 anos)
ESTUDO DA MALARIA ASSINTOMATICA NO VALE DO RIO JAVARI,
AMAZONAS

Estamos convidando-o a participar de um estudo sobre a malaria assintomatica e a
diversidade genética dos trés parasitos (Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum e
Plasmodium malariae) causadores da malaria no Brasil. Este estudo esta sendo realizado pelo
Laboratério de Doencas Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) do Rio de Janeiro e coordenado pela Dra. Martha Cecilia Suarez Mutis, que
trabalha neste mesmo laboratério. Eu, Monica Palma Cuero, fago parte da equipe de
pesquisa e também trabalho no mesmo Laboratério da dra. Martha.

Vocé pode escolher se quer participar ou ndo. Discutimos esta pesquisa com seus pais ou
responsaveis e eles sabem que também estamos pedindo seu acordo. Se vocé quiser
participar da pesquisa, seus pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se
vocé nao desejar fazer parte na pesquisa, ndo € obrigado, até mesmo se seus pais
concordarem.

Se vocé concordar em participar deste estudo, vamos lhe fazer algumas perguntas como
nome, idade, local de moradia, quantas vezes teve malaria, sintomas que sentiu, entre
outras através de um questionario, isto levara cerca de 10 minutos), depois vamos
coletar uma pequena amostra de sangue (5ml, o que equivale a uma colher de
sopa).

Vocé pode sentir uma pequena dor no momento de coletar o exame de sangue e as
vezes pode ficarum pouco roxo nolocal da coleta. Os pesquisadores cuidardo paraque nao
existam problemas maiores nestes casos. Para evitar que o brago fique roxo durante a
coleta de sangue, as coletas seréo realizadas unicamente pela pesquisadora Monica
Palma Cuero, que esta suficientemente bemtreinada por serbacteridlogade profissdo e ter
umalargaexperiéncia com analises. Seforencontradaalgumadoengaduranteaentrevista,
0s pesquisadores o encaminharéo até o hospital onde seré feito o diagnostico e dados os
medicamentos especificos para que fique bom. Todos os dias havera uma pessoa no
servigo de saude disposto a ajudar vocé, se precisar.

Nao falaremos paraoutras pessoas que vocé esta nesta pesquisa e tambémnéovamos dar
nenhuma informagéo sobre vocé para qualquer um que nao trabalha na pesquisa. As
informagbes sobre vocé serdo coletadas na pesquisa e ninguém, somente os
pesquisadores poderéo ter acesso a elas. Qualquer informacao sobre vocé tera um
numero ao invés de seu nome. SO os investigadores saberao qual € o seu niumero e
manteremos em segredo.

Todos os seus dados e também o material coletado serdo utilizados para esta pesquisa e
uma parte do material sera armazenado, para se for necessario, utilizarmos em
estudos futuros. Nesse caso vamos pedir seu consentimento novamente ou adepender do
caso, falaremos como Comité de ética parapedirdispensa, sefornecessario.
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Vocé nao tem que participar nesta pesquisa. Ninguém estara furioso ou desapontado com
vocé se vocé disser ndo, a escolha é sua. Vocé pode dizer "sim" agora e mudar de ideia
depois e tudo continuara bem.

Por favor, diga-me se vocé quer participar.

Vocé pode perguntar qualquer duvida agora ou em qualquer etapa do estudo entrando em
contatocomaDra.Martha CeciliaSuarez-Mutis-tel (21)25621278/(21)99682- 5379, ela
vive no Rio de Janeiro e trabalha na Fiocruz ou a pesquisadora Monica Palma cuero- tel (21)
965295815 quem faz parte da equipe da pesquisa. Este termo de assentimento é feito
em duas vias, e devera ser assinado nas duas, ficando uma retida com o pesquisador
responsavel/pessoa por ele delegado e a outra com o participante de
pesquisa/responsavel legal. Se decidir participar do estudo, vocé ou seu
representante legal e o pesquisador deverdo dar um visto em todas as paginas deste
documento e assinarem a ultima pagina.

Confirmagao do Assentimento
Eu entendi os prop6sitos da pesquisa. Eu também entendi que receberei o tratamento com

acompanhamento dos pesquisadores e que eu darei uma amostra de sangue através
da coleta na veia do braco.

Nome da crianga/adolescente Assinatura
Nome doresponsavel Assinatura
Nome do pesquisador Assinatura
Data:
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Apéndice 5

A LS
_‘ W ;U [I Ministério da Saude

Fundagio Oswaldo Cruz <R-
Instituto Oswaldo Cruz — » ~—

Il Laboratoério de Doencas Parasitarias

B
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ESTUDO DAS INFECCOES ASSINTOMATICAS POR PLASMODIUM SPP. NO VALE
DO RIO JAVARI, AMAZONAS

Instrucdes ao preencher: O campo Numero de Registro devera ser composto pelas iniciais
do bairro/localidade onde o participante mora (duas letras), seguido do niimero da familia
(com trés digitos), mais o numero do paciente (dois digitos) e o ano de 2017. Exemplo:
$s023.04/17 (bairro de Sao Sebastido, familia 023, paciente 04, /17 = ano de 2017).

1.Nome:
2.Codigo: 3- Data:
4.Sexo: ( )Masculino ( )Feminino 5- Idade: 6- Data de nascimento __ / /

7- Estado e Municipio de nascimento:

8- Nome da localidade ou comunidade de nascimento (bairro, igarapé, comunidade, etc):

( )Urbano  ( )Rural

9- Estado e Municipio de residéncia atual:

10- Endereco/nome da localidade ou comunidade de residéncia atual (bairro, igarapé,
comunidade, etc):

( )Urbano  ( )Rural
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11.H4 quanto tempo mora na localidade ou comunidade atual? (Bairro, igarapé, comunidade,
etc)

12.Residéncias anteriores:

13. Viagens para fora do Amazonas (local - data e periodo que ficou) :

14.1- Ocupacao atual: 14.2- Lugar de trabalho

() urbano () rural

15.Alguma vez teve malaria? ( ) Sim ( )Nao 16. Numero de vezes que teve malaria

17- Quando foi a ultima malaria?

Ano Més  Lugar Estado
18.Esta com malaria no momento atual? ( ) Sim( ) Nao
Especie

Tratamento Data de inicio do tratamento

19- Tem algum dos seguintes sintomas?

Se respondeu sim, a intensidade ¢
Sim Nao leve mediana intensa

Febre

Dor de cabeca
Tremor
(Calaftrio)
Moleza
Diarreia

Suor

Vomito

Enj6o

Outro (Qual):

20- Observagoes:
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ANEXO 1

FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ - £ Plotbalorma
FIOCRUZ/I0OC %Nvl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA MALARIA ASSINTOMATICA NO VALE DO RIO JAVARI, AMAZONAS
Pesquisador: Martha Cecika SuarezMutis

Area Temitica: Estudos com populagbes indigenas;

Versdo: 5

CAAE: 74999617.7.0000.5248

Instituicio Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DA NOTIFICACAO

Tipo de Notificacdo: Envio de Relatério Parcial
Detalhe:

Justificativa:
Data do Envio: 13/05/2019

Situacdo da Notificacdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.386.831

Apresentacao da Notificacdo:

Trata-se de uma Notificagcao, datada de 31/01/2019, para Apresentar o Relatério parcial do projeto “Estudo
da malaria assintomatica no Vale do Rio Javari, Amazonas”. O projeto esla previsto para finakizar em
24/01/2020. Segundo a pesquisadora principal, o projeto esta em fase de inclusao de particpantes, até o
momento foram incluidos 109 de 268 previstos. Nao foram apresentados resultados parciais em evenlos
clentificos nem em publicacdes.

Objetivo da Notificacao:

Apresentar Ralatério Parcial de projeto

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Nio se aplica.

Comentarios e Consideracoes sobre a Notificacao:

A Notificacio apresentada cumpriu a Resolucao 466 de 2012 do CNS.

Enderego: Av. Brasl 4036, sda 705 (Campus Expansio)

Bairro: Mangunhos CEP: 21.040-380
UF: R Municipio: IO DE JANEIRO
Telefone: (21)3832-3011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cspliouz@ioc Socmz by

Pignattde @
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Cortinuacao do Parecer: 3386 831

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Foi apresentada e avaliada a Notificaciao do Relatério Parcial.
Recomendacdes:
Apresentar Relalério e publicagbes ao finalizar o projeto.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Foi apresentado relatério parcial dentro dos moldes e parametros solicitados. A pesquisadora atendeu a
todos os itens que constam no modelo de relatério.
Consideracdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz/IOC), em sua
250* Reunido Ordinaria, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugcao CNS n® 510 de 2016, na
Resolucao CNS 466/12 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se por APROVAR a
Notificacdo para o envio do Relatério Parcial

Cabe ressaltar que a responsabilidade do pesquisador é indelegavel e indeclinavel e compreende os
aspeclos élicos e legais.

Qualquer modificacao ou emenda ao projelo de pesquisa em paula deve ser submetida a apreciacio do
CEP Fiocruz/IOC.

O pesquisador principal devera apresentar os Relatdnios pardiais e, ao ¥rmino do projeto, o Relatéro Final
com comprovacio das divulgagdes por meio de publicagbes e apresentagbes em eventos cientificos.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo | Postagem Autor Situagio
Envio de Relatério |RELATORIO_PARCIAL 1_RIO_JAVARI| 13/05/2019 |Martha Cecilia Postado
[Parcial pdf 16:25:45 | SudrezMutis

Situacido do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Enderego: Av. Brasi 4036, sda 705 (Campus Expansio)

Bairro: Mangunhos CEP: 21.040-380
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3832-9011 Fax: (21)2561-4315 E-mail: ceglioruz@ioc Socmz by

Plgna@de o
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Continuacdo do Parecer: 3 385 831

RIO DE JANEIRO, 12 de Junho de 2019

Assinado por:
Maria Regina Reis Amendoeira
(Coordenador(a))

Enderego: Av. Brasi 4036, sda 705 (Campus Expansio)

Bairro: Mangunhos CEP: 21.040-350
UF: ") Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3832-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: ceplioruz@oc Socmz by
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